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Zusammenfassung

Die letzten Arbeiten, die sich ausschlieRlich mit der Treffsicherheit der Zytologie an
Pleuraergiissen auseinandergesetzt haben, sind mittlerweile schon mehr als zehn
Jahre alt. Deshalb sollen in der vorliegenden explorativen Studie nun aktuelle Daten
gewonnen werden. Insbesondere soll geklart werden, wie hoch die Treffsicherheit der
morphologiebasierten zytologischen Untersuchung (Basiszytologie) bei der Diagnostik
von malignen in Abgrenzung zu benignen Pleuraergissen ist und welchen
diagnostischen Zugewinn die Anwendung von adjuvanten Methoden zusatzlich zur
Basiszytologie erbringt. Als adjuvante Methoden kommen immunzytochemische
Verfahren sowie die DNA-Bildzytometrie, Fluoreszenz in situ Hybridisierung und
AgNOR-Analyse zur Anwendung. Des Weiteren soll untersucht werden, wie hoch die
Treffsicherheit der immunzytochemischen Tumortypisierung nach  positiver

zytologischer Diagnose ist.

Dazu wurde eine Patientenkohorte erstellt, die alle Pleuraerguss-Ersteinsendungen
von Patienten der siebzehn grofdten Einsender in die Cytopathologie der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf von Januar 2010 bis August 2011 enthalt. Anschliel3end
wurde ein klinisches Follow-Up erhoben, ein Referenzstandard nach vorab definierten
Kriterien bestimmt und die zytologischen Diagnosen mit diesem verglichen. So ergab
sich eine Kohorte mit 1437 Patienten, 54,3% (n=780) davon mannlich und 45,7% (n=
657) weiblich.

Von diesen Patienten waren nach unseren Referenzstandardkriterien 37,1% (n= 533)
tumorpositiv und 62,9% (n= 904) tumornegativ. Die Basiszytologie erzielte je nach
Wertung der zytologisch unklaren Falle eine Sensitivitat von 49,16- 59,84% und eine
Spezifitdt von 94,24-100% bezuglich der Diagnose einer Pleurabeteiligung eines
malignen Tumors. Die Gesamttreffsicherheit betragt 81%. Durch den Einsatz der
adjuvanten Methoden nach erfolgter Basiszytologie konnten 75% der vorher unklaren
Falle aufgeklart werden, das heil3t eine Aussage dazu gemacht werden, ob ein
maligner Tumor vorliegt oder eine andere Ursache flir den Pleuraerguss verantwortlich
ist. Die immunzytochemische Tumortypisierung bei positiver Zytologie war zu 94,4%

korrekt.



Abkirzungen

ABC= Avidin Biotin Komplex

Ag= Argentum= Silber

APAAP= Alkalische Phosphatase Antialkalischer Phosphatase Komplex

BerEp4= epitheliales Membranantigen

CD= Cluster of Differentiation

CD20= transmembranares, nicht glycosyliertes Protein, welches auf Prakursor- und reifen B-
Lymphozyten exprimiert wird

CD 45R= transmembranares, Glykoprotein, welches auf T-Lymphozyten exprimiert wird

cdx 2= “Colonmarker” (Transkriptionsfaktor, der die Proliferation und Differenzierung der
intestinalen Mukosa reguliert)

CEA= Carcinoembryonales Antigen

CK= Zytokeratin

DNA= Deoxyribonucleic acid

FISH= Fluoreszenz in situ Hybridisierung

HCI= Chlorwasserstoff (Salzsaure)

HEA= epitheliales Membranantigen, Kreuzreaktion zu BerEP4

Her2neu= human epidermal growth factor 2

HHU= Heinrich-Heine-Universitat

LDH= Laktatdehydrogenase

MGG= May Grinwald Giemsa

NOR= nukledre Organisationsregionen

NPW= negativer pradiktiver Wert

PAP= Papanicolaou-Farbung [in Zusammenhang mit Routinefarbungen]

PAP= Peroxidase Anti Peroxidase Komplex [in Zusammenhang mit Immunzytochemie]

PPW= positiver pradiktiver Wert

TTF 1= Thyreoidaler Transkriptionsfaktor 1

pos= positiv

dV= dringender Verdacht

zw= zweifelhaft

neg= negativ
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1 Einleitung

Die Zahl der pro Jahr neu aufgetretenen Krebserkrankungen in Deutschland hat nach
Schatzungen des Robert-Koch-Instituts in den Jahren von 1980-2006 bei Frauen um
rund 35%, bei Mannern sogar um mehr als 80% zugenommen. Die Ursache hierfur
sieht das Robert-Koch-Institut 2010 (Krebs in Deutschland 2005/2006) in der
veranderten Altersstruktur der Bevdlkerung (demografischer Wandel), wobei bei
Mannern durch die stark zunehmende Verwendung der Prostatastanzdiagnostik
insbesondere die Zahl der erkannten Prostatakarzinome stark zugenommen hat.

Im Gegensatz zu den stark steigenden Neuerkrankungsraten nahmen die
altersstandardisierten Krebssterberaten sowohl fur Frauen als auch fur Manner
gleichermafien um mehr als 20% ab (Husmann et al., 2010). Dies ist sicherlich der
Verbesserung der onkologischen Therapie in den letzten 30 Jahren zu verdanken, aber
naturlich auch einer stetigen Weiterentwicklung und Verbesserung der heutigen
Tumordiagnostik, aus der eine Tumorentdeckung in friheren, haufiger kurativ zu
behandelnden Tumorstadien resultiert.

So beinhalten auch die Ziele der Zytologie als wichtiger Bestandteil bei der
Friherkennung eines malignen Geschehens, durch standige Weiterentwicklung
bestehender Methoden, aber auch durch den Einsatz neuer Methoden ihre Sensitivitat
und Spezifitat zu verbessern.

Eine herausragende Bedeutung kommt der Zytologie unter anderem als
Routineuntersuchung bei der Pleuraergussdiagnostik zu. Sie stellt hier den
,Goldstandard” dar. Es ist oft die Zytologie, die eine Karzinose der Pleura diagnostiziert
bzw. eine sich erst durch einen Pleuraerguss manifestierende maligne Erkrankung
offenlegt (Bedrossian, 1994). So kommt der Treffsicherheit der Zytologie bei der
Abklarung der Ursache eines Pleuraergusses eine grofRe klinische Bedeutung zu,
besonders wenn man die Ergebnisse von Hausheer und Yabro (1985) betrachtet, die
besagen, dass in knapp 40% der Falle ein maligner Tumor fur einen Pleuraerguss
verantwortlich ist. Sieht man dies in Verbindung zu den in der Literatur angegebenen
mittleren Uberlebensraten bei durch ein Mammakarzinom verursachtem malignen
Pleuraerguss von nur 6-36 Monaten (Gasparri et al., 2006) bzw. von 16-42 Monaten
(Neragi-Miandoab, 2008), (Fentiman et al., 1981) oder bei einem durch ein
Lungenkarzinom verursachten, maligen Pleuraerguss von durchschnittlich gerade
einmal 16 Wochen (Barbetakis et al., 2004, Antunes et al., 2003, Antony et al., 2001),
so ist es von grolter Bedeutung, die erkrankten Patienten so friih wie mdglich zu

therapieren.



1.1 Die Pleura. Anatomie/Physiologie/Funktion

Die Pleura zahlt zu den serésen Hauten, den Tunicae serosae, und ist aufgebaut aus
einer diinnen Bindegewebsschicht, Giberzogen von einem einschichtigen Mesothel. Sie
bedeckt die Lungen, das Zwerchfell und das Mediastinum und kleidet die innere
Thoraxwand aus.

Sie gliedert sich in zwei unterschiedlich grof3e, die Lungen enthaltende und durch das
Mediastinum voneinander getrennte Pleurahohlen. Die beiden HOhlen zahlen somit wie
auch die Perikard- und die Peritonealhdhle zu den serdsen Korperhéhlen. Durch die
Serosaauskleidung erhalt die Pleura ihre hellrote und spiegelnde Oberflache.

Die Pleura gliedert sich in zwei Blatter- ein viszerales Blatt, die Pleura visceralis
(Synonyme: Pleura pulmonalis oder Lungenfell), welches die Lungen Uberzieht, und
ein parietales Blatt, die Pleura parietalis (Synonyme: Pleura costalis oder Rippenfell),
welches die Innenseite des Thorax Uberzieht (Moll und Moll, 2006). Zwischen den
beiden Blattern liegt der Pleuraspalt, der beim Gesunden ca. 8,4+/-4,3ml serbse
Flissigkeit enthalt (Noppen et al., 2000). Die Hauptbestandteile dieser Flissigkeit sind
Leukozyten, Erythrozyten und Proteine. Die Pleuraflissigkeit gelangt durch
Druckunterschiede Uber Transsudation aus den GefalRen der Tunica serosa in den
Pleuraspalt, sodass sich ein dunner Fllssigkeitsfilm bildet, welcher durch
Adhasionskrafte ein Auseinanderziechen der beiden Pleurablatter voneinander
unterbindet, gleichzeitig aber die Verschieblichkeit der Pleurablatter gegeneinander
erlaubt. Diese ermoglicht es den Organen bei Volumenanderungen, wie sie z.B. bei der
Atmung auftreten, innerhalb der Kérperhéhle zu gleiten. So kann sich die Lunge bei der
Inspiration ausdehnen und Uber das parietale Blatt gleiten.

Die Resorption der Pleuraflissigkeit erfolgt Gber LymphgefalRe in der Pleura parietalis
(Moll und Moll, 2006). In Zusammenschau der Studien von Stewart (Stewart, 1963)
sowie Leckie und Tothill (Leckie und Tothill, 1965) kann man beim gesunden Patentien
in etwa von einer lymphatischen Resorption der Pleuraflissigkeit von 20ml/Std. bzw.
500ml/Tag ausgehen.

Im Pleuraspalt herrscht ein Unterdruck, der zwischen -3 mm Hg (Inspiration) und -
6mmHg (Exspiration) variiert. Der Unterdruck verhindert zum einen, dass die
Alveolarrdume der Lunge kollabieren und sorgt zum anderen daflir, dass die Lunge
den Atembewegungen des Thorax und des Zwerchfell folgen muss (Moll und Moll,
2006).



1.2 Pleuraerglsse

Unter einem Pleuraerguss versteht man eine pathologische Flissigkeitsansammlung in
der Pleurahdhle. Pleuraerglisse sind ein weit verbreitetes Krankheitsbild. So berichtet

Light von jahrlich ca. 1,4 Millionen Pleuraerglissen in den USA (Light, 2002).

In der Literatur sind Uber 50 verschiedene Erkrankungen dokumentiert, die einen
Pleuraerguss verursachen kdnnen (Bedrossian, 1994). Die Ergussflissigkeit spielt in
vielen Fallen eine wesentliche Rolle bei der Findung der Krankheitsursache. Da in etwa
bei 40% der Ergusse ein malignes Geschehen als Ursache gesehen wird kommt einer
frGhen und schnellstmdglichen Diagnostik eine hohe Bedeutung zu (Bedrossian, 1994,
Haam, 1977, Hausheer und Yarbro, 1985), vor allem, da die Uberlebenszeit nach
Diagnose eines malignen Pleuraergusses bei unter einem halben Jahr liegt (Sears und
Hajdu, 1987, Gushchin et al., 2007).

So wird der Erguss bzw. das Pleurapunktat verschiedensten diagnostischen
Testverfahren unterzogen. Hierbei spielt die zytologische Untersuchung eine
entscheidende Rolle, die in 45% der tumorpositiven Falle den ersten Hinweis auf eine

maligne Ergussursache liefert (Bedrossian, 1994).

1.2.1 Einteilung

Zur Vollstandigkeit erfolgt hier noch eine Auffihrung der allgemeinen Einteilung von
Pleuraergissen. Diese Einteilungen sind fur die spatere Diagnose des Klinikers
wichtig, allerdings haben sie keinen Einfluss auf die zytopathologische Diagnostik,
weswegen in dieser Arbeit auf das Einordnen in diese Kategorien spater verzichtet
wird.

Nach ihrem Proteingehalt teilt man die Erglsse in Transsudate (<30g/l) und Exsudate
(>30g/1) ein.

Transsudate sind nicht entzindlich und entwickeln sich in der Regel durch eine
Erhdhung des hydrostatischen Gefalddrucks (Herzinsuffizienz, Leberzirrhose) oder
durch einen verminderten onkotischen Druck (Hypoproteinamie bei neprothischem
Syndrom).

Exsudate entwickeln sich meistens durch entziindliche Veranderungen in der Pleura
selbst oder in den angrenzenden Geweben. Der Erguss entsteht hier in erster Linie
durch eine erhohte Kapillarpermeabilitat.

Nach ihrem Inhalt kann man Pleuraerglisse noch als Hamato-, Sero- und Chylothorax

oder, wenn Eiter nachgewiesen wurde, als Empyem einteilen.



1.2.2 Atiologie

Die haufigsten Genesen fir einen entziindlichen Pleuraerguss sind die Pleuritis oder
die Pneumonie (Hausheer und Yarbro, 1985). Ursachlich sind oft bakterielle, virale,

mykotische, parasitare oder auch tuberkulése Infektionen.

Andererseits kdnnen auch entzindliche systemische Erkrankungen wie Kollagenosen,
Sarkoidose, gastrointestinale Erkrankungen, aber auch Operationen und Traumata
sowie Berufskrankheiten wie die Asbestose zu Erglissen in der Pleurahdhle fihren.

Ergusse, die durch Veranderungen des hydrostatischen oder onkotischen Drucks
entstehen, sind meist durch eine Herzinsuffizienz bedingt, kdnnen aber auch von einer
Leberzirrhose oder einem nephrotischen Syndrom verursacht worden sein. Ein
Hamatothorax geht meist mit einem recht frischen Trauma einher, kann aber in
seltenen Fallen auch tumorassoziiert auftreten. Ein Chylothorax findet seine Ursache in

einer AbfluRstérung des Ductus thoracicus. (Baenkler und Fritze, 1999).

Neoplasien sind mit 40-45%, (Bedrossian, 1994, (Hausheer und Yarbro, 1985) die

haufigste Ursache fir Pleuraergisse.

Betrachtet man die malignen Pleuraerglisse nach Lokalisation des Primarius, liegt
dieser bei Frauen und Mannern zusammenbetrachtet am haufigsten in der Lunge
(35,8%), gefolgt von Mammakarzinomen (17,5%) Lymphomen bzw. Leukdmien
(11,9%), malignen  Tumoren des Urogenitaltrakts (9,4%) und des
Gastrointestinaltraktes (6,1%). 11% der Tumore haben einen unbekannten
Ursprungsort (CUP). 8,3% sind anderen Tumorarten zuzuordnen. (Salyer, 1975,
Chernow, 1977, Johnston, 1985, Sears, 1987, Hsu, 1987, Gupta, 2012).

In Tabelle 1 auf der folgenden Seite sind die Ergebnisse der einzelnen Studien

getrennt voneinander aufgefihrt.



Tabelle 1 Lokalisation des Primarius bei malignem Pleuraerguss Studien von 1975-2012
(Atunes 2003 und Gupta 2012)

Primar- Salyer | Chernow | Johnston | Sears Hsu Gupta Total
tumor 1975 1977 1985 1987 1987 2012 (%)
(n=95) (n=96) (n=472) | (n=592) | (n=785) | (n=400)

Lunge 42 32 168 112 410 110 874(35,8)
Brust 11 20 70 141 101 84 427(17,5)
Lymphome 11 - 75 92 56 56 290(11,9)
CUP 17 13 48 76 65 50 269(11)
Urogenital - 13 57 51 70 38 229(9,4)
GIT - 13 28 32 68 8 149(6,1)
Andere 14 5 26 88 15 54 202(8,3)

GIT= Gastrointestinaltrakt, CUP= Carcinoma of unknown primary

Betrachtet man Frauen und Manner getrennt voneinander, so sind bei Frauen das
Mammakarzinom (37,4%) und bei Mannern das Lungenkarzinom (49,1%) die

haufigsten Ursachen fur einen malignen Pleuraerguss (Johnston, 1985).

Bei Kindern (0-17Jahre) sind Pleuraerglisse meist gutartig (Hallman und Geisinger,
1994). Dies zeigt auch die Studie von Utine et al. (2009), in der 492 péadriatische
Pleuraergusse untersucht wurden, von denen lediglich 19 Erglsse maligne waren.
Epidemiologische Angaben zu Primartumoren maligner padiatrischer Ergisse sind hier

auf Grund der publizierten geringen Fallzahlen nicht zu machen.

Primartumore der Pleura sind eher selten. Als von der Pleura ausgehender maligner
Tumor ist v.a. das Pleuramesotheliom, welches fiur etwa 1-2% der malignen
Pleuraergusse verantwortlich ist, zu nennen (Travis et al., 2004, Churg et al., 2006,
Ehya, 1986).



In Abbildung 1 sind die verschiedenen Ursachen, die fur die Entstehung eines
Pleuraergusses verantwortlich gemacht werden koénnen, nach Haufigkeit ihres

Auftretens sortiert, gemafl den Angaben nach Hausheer und Yabro (1985) aufgefihrt.

~N

e Maligne Tumore

Infektionen (Pneumonie/Pleuritis)

Herzinsuffizienz (Links/Rechtsherzinsuffizienz)

unklar

Andere (Traumata, Niereninsuffizienz, Rheumatismus, Pankreatitis,
Asbestosen) )

Lungeninfarkt/-embolie

Leberzirrhose

Kollagenosen

Abbildung 1 Atiologie der Pleuraergiisse nach Haufigkeit; erstellt nach den Daten von Hausheer
und Yarbro, 1985

1.2.3 Symptome

Das Leitsymptom eines grolReren Pleuraergusses ist die Dyspnoe (Antunes, 2003).
Des Weiteren koénnen atemabhangige Thoraxschmerzen und Husten auftreten
(Hentrich, 1997). Bei entzindlichen Erglssen wird zudem oft Fieber beobachtet.

Kleinere Erglsse kdnnen durchaus asymptomatisch bleiben (Dennis und Barry, 2008).

1.2.4 Klinik

Bei der klinischen Untersuchung findet man eine Klopfschalldampfung mit
abgeschwachtem Atemgerausch, wenn sich die Ergussvolumina einer Gréf3e von
500ml annahern. AulRerdem kdnnen ein Kompressionsatmen sowie ein Pleurareiben

auftreten. Réntgenologisch zeigt sich der Pleuraerguss als eine Verschattung. Bei



Pleuraverklebungen entwickeln sich umschriebene, gekammerte Erglsse, die

réntgenologisch wie Rundherde imponieren kénnen.

Das empfindlichste Verfahren bei der Diagnostik eines Pleuraergusses ist die
Thoraxsonographie, mit der schon kleinste Erglsse von 30-50ml sichtbar werden. Zum
Vergleich werden im konventionellen Thoraxrontgen Erglsse erst bei einem Volumen
von 300 ml offenbar (Pokieser et al., 2001). Bei Verdacht auf ein tumordses
Geschehen sollte die Bildgebung durch ein CT und/oder eine Bronchoskopie erweitert
werden. Kann nach Durchfiihrung aller genannter MalRnahmen die Ursache des
Ergusses nicht geklart werden, stellt sich ggfls. die Indikation zu einer Thorakoskopie

oder offenen Pleurabiopsie (Baenkler und Fritze, 1999).

Bei allen unklaren Pleuraerglissen wird eine Pleurapunktion erforderlich. Sie ist wenig
invasiv und kann auch ambulant durchgefiihrt werden. Durch ihren geringen Aufwand
bei gleichzeitig hohem Nutzen ist sie fur die weiterfihrende Diagnostik, aber auch fur
therapeutische Zwecke obligat. Denn sie vermeidet so weit wie madglich eine
funktionelle Beeintrachtigung der Lunge und sichert die Atmung des Patienten. Sie
sollte am tiefsten Punkt der Pleurahéhle erfolgen, da die diagnostisch relevanten Zellen
dorthin sedimentieren. Es sollten in einer Sitzung nicht mehr als 1,51 abgesaugt
werden, da sonst die Gefahr eines Lungenddems besteht (Thomsen et al., 2006). Die
Punktionsflissigkeit wird in der Regel zur weiterfihrenden Diagnostik in die
Zytopathologie und die Mikrobiologie tibersandt.

Der Ablauf des klinischen Vorgehens bei Vorliegen eines Pleuraergusses wird umseitig

in Abbildung 2 in Form eines Flussdiagramms dargestellt.
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Abbildung 2 Flussdiagramm nach R.W. Light (2002), klinisches Vorgehen bei der Diagnose

eines Pleuraergusses



1.2.5 Therapie

Um die Atmung des Patienten zu sichern und ein Kollabieren der Lunge zu verhindern,
eventuelle Thoraxschmerzen zu ersparen und zu diagnostischen Zwecken ist eine
Entlastung der Pleurahéhle indiziert. So sind grofRere, ausgedehnte Erglisse durch
eine Pleurapunktion oder durch das Legen einer Pleuradrainage zu entleeren.
Kontraindikationen, die gegen eine Punktion sprechen, sind nicht behebbare

Gerinnungsstoérungen. (Pokieser et al., 2001).

Wenn es durch die erhdhte Flussigkeitsansammlung im Pleuraspalt zu einer
respiratorischen Insuffizienz kommt oder diese droht, ist eine Pleuradrainage indiziert.
Dazu wird ein Thoraxkatheter eingeflihrt, der an ein Absaugsystem (Bulau-Drainage)
angeschlossen wird. Das Absaugsystem sorgt dafir, dass sich die Lunge wieder
entfaltet, dass keine Luft in den Pleuraspalt gelangt und dass die Flussigkeit abflieRen
kann. Allerdings birgt eine Thoraxdrainage auch Gefahren, so ist die am haufigsten
auftretende Komplikation der Pneumothorax. In seltenen Fallen kann es aber auch zu
einem Hamatothorax kommen, die Milz oder Leber kénnen verletzt werden oder eine

iatrogene Superinfektion auftreten (Rieger, 2004).

In der Regel richtet sich die Therapie von Pleuraerglissen nach dem Grundleiden. Bei
tuberkuldser Pleuritis wird eine medikamentdse antituberkulése Kombinationstherapie
mit evtl. initialer Kortikoidtherapie eingesetzt. Pleuraempyeme dagegen bendtigen in
der Regel eine Pleuradrainage und langerfristige Spilbehandlung, sowie eine gezielte
antibiotische Therapie. Bei Kollagenosen oder Sarkoidose erfolgt ggfls. eine
Kortikoidtherapie. Liegt eine Pleurakarzinose vor, so bietet sich (abhangig vom
konkreten Primartumor) eine zytostatische oder Hormontherapie, in manchen Fallen
auch eine chirurgische Therapie, an. Kdnnen hierdurch rezidivierende maligne
Pleuraergusse nicht beherrscht werden, ist eine Pleurodese mdglich. Hierbei handelt
es sich um das Herbeifihren einer Obliteration der Pleura (,Verklebung der
Pleurablatter). Diese kann sowohl mechanisch im Zuge einer offenen Pleurektomie
oder durch Applikation eines sklerosierenden Agens erfolgen. Von den sklerosierenden
Agentien hat Talkum die beste Wirksamkeit mit einer Erfolgsquote von 95% (Daniel et
al., 1990, Hartman et al., 1993, Tschopp et al., 1997). Neben Talkum kdnnen auch
Tetrazyklin, Doxycilin, Zytostatika und Fibrin verwendet werden (Walker-Renard et al.,
1994, Pokieser et al., 2001). Es erfolgt zunachst die Entleerung des Ergusses,
woraufhin wiederholt z.B. 500mg Tetrazyklin-HClI instilliert wird. Alternativ kann auch im



Rahmen einer Thorakoskopie eine Talkum-Poudrage durchgefiihrt werden (Baenkler
und Fritze, 1999).

1.3 Zytologische Diagnostik

Die diagnostische Treffsicherheit der Ergusszytologie ist abhangig von der Menge des
flissigen Untersuchungsmaterials, der Art der Praparation und der Farbung, der
Erfahrung der Untersucher sowie der Anzahl an wiederholten Ergusseinsendungen der
Patienten. Daher ist es ratsam, groRere Ergussvolumina oder mehrere Proben
einzusenden (Motherby et al., 1999). Laut Sallach et. al. (2002), ist die Sensitivitat der
Diagnose eines malignen Pleuraergusses jedoch nicht von dem bei der
Thorakozentese enthommenen Ergussvolumen abhangig.

Abouzgheib et. al (2009) fanden heraus, dass Proben >50ml die Treffsicherheit der
Zytologie nicht weiter erhdhen. So sollten (wenn moglich) etwa 50ml Ergussflissigkeit
nativ eingesendet werden.

Zunachst wird dann das gewonnene Material makroskopisch beurteilt und
dokumentiert (Pokieser et al., 2001).

Die klassische zytopathologische Diagnostik an MGG- (May- Grinwald- Giemsa) und
PAP- (Papanicolaou) gefarbten Sedimentausstrichen steht nach wie vor an erster
Stelle. Die Anfertigung beider Farbungen sollte angestrebt werden, um das gesamte
Spektrum von Zellbestandteilen und Strukturen optimal beurteilen zu kénnen. So bietet
die MGG-Farbung eine gute Beurteilbarkeit von Zytoplasma, mesenchymaler
Grundsubstanz, Zellen des Ilymphatischen Gewebes, hamatologischen Zellen,
Mastzellen sowie der Lagerung der Zellen und Zellverbdnde zueinander. Mit der
Papanicolaou-Farbung lassen sich Zellkerne, verhornende Zellen und Zellen in Detritus
sowie Schleim gut beurteilen (Pokieser et al., 2001).

Die angefertigten Praparate werden nun mikroskopisch auf vorkommende Zellen und
Strukturen sowie reaktive, metaplastische und degenerative Zellveranderungen hin
untersucht.

Zur Vereinheitlichung der Erstellung zytologischer Befunde wurde eine ,Standardisierte
Befunderstellung in der extragenitalen Zytologie® (Bocking, 1998) erarbeitet. Die in
dieser Arbeit verwendeten zytologischen Befunde wurden nach diesen Richtlinien
erstellt. Hierbei handelt es sich um eine Nomenklatur aus flinf Punkten, die Angaben
zum Untersuchungsmaterial, Beschreibung des Untersuchungsmaterials, die Stufung
der Malignitatswahrscheinlichkeit, sowie eine Diagnose im Klartext enthalten sollte.
Dies ermdglicht einen einheitlichen, auf die wichtigsten Punkte konkretisierten Befund,

der der behandelnden Klinik tUbermittelt wird.
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Tabelle 2 gibt einen Uberblick (ber alle fiinf Unterpunkte mit Beispielen.

Tabelle 2 Nomenklatur der deutschen Gesellschaft fiir Pathologie und Zytologie fiir die
Erstellung von Befunden in der extragenitalen Zytologie (Bécking, 1998)

Standardisierte Befunderstellung in der extragenitalen Zytologie*

1. Angabe des Untersuchungsmaterials
(z.B.: ,Pleuraerguss bei Verdacht auf ein metastasierendes Mammakarzinom®).

2. Beschreibung des Untersuchungsmaterials
(z.B.: ,Ubersandt wurden 25ml einer rosafarbenen triben Flussigkeit®).

3. Beschreibung der Zellbilder
(z.B.: ,Massenhaft regressiv veranderte Lymphozyten sowie einzelne und in kleinen
Verbanden liegende Mesothelien als auch aktivierte Makrophagen®).

4. Stufung der Malignitatswahrscheinlichkeit

Negativ: Bosartige Zellen nicht nachweisbar,

Zweifelhaft: Bésartige Zellen nicht sicher auszuschlief3en,

Dringender Verdacht: Bosartige Zellen wahrscheinlich,

Positiv: Bdsartige Zellen nachweisbar,

Unzureichendes Untersuchungsmaterial: mit Begriindung (z.B. ,da es keine Zellen
enthalt®).

5. Diagnose im Klartext

Méglichst unter Verwendung der ICD-O Klassifikation (z.B.: ,Das Zellbild entspricht
einer Pleurakarzinose bei Adenokarzinom (ICD-O M8140/6)).

Ggf. Ausschlussdiagnosen, Hinweise, Kommentare, Empfehlungen,

Stellungnahme zur klinischen Fragenstellung

1.3.1 Adjuvante Methoden

Neben den klassischen Untersuchungsmethoden an PAP- und MGG- gefarbten
Praparaten, bietet die Zytologie eine grof3e Anzahl an adjuvanten Methoden, die dann
zum Einsatz kommen, wenn die Diagnose der konventionellen Zytologie unklar ist,
oder eine ggfls. bekannte Neoplasie naher typisiert werden soll. Mit ihnen soll die
Dignitat bestimmt werden bzw. bei bereits positiver Zytologie eine Aussage Uber die
Tumortypisierung in Hinblick auf die Lokalisation und die Art des Primartumors
gemacht werden. Gangige in der Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf eingesetzte adjuvante Methoden sind

- Immunzytochemie (1.3.1.1)

- Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) (1.3.1.2),

- AgNOR-Analyse (1.3.1.3)

- DNA-Bildzytometrie (1.3.1.4)
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Die Immunzytochemie kommt mit Abstand am haufigsten zum Einsatz. Etwa 75% der
nach konventioneller Zytologie noch unklaren Falle koénnen durch den Einsatz
adjuvanter Methoden geldst werden, so dass die Summe der unklaren Falle, von 9%
auf 3% reduziert werden kann (Biesterfeld 2013).

1.3.1.1 Immunzytochemie

Das Grundprinzip der Immunzytochemie beruht auf einer Antigen-Antikérperreaktion,
bei der bestimmte Proteine und Peptide durch gegen sie spezifisch gerichtete
Antikorperbindung mittels Farbstoffen sichtbar gemacht werden kénnen.

Das zytologische Praparat wird mit einem Antikdrper behandelt, welcher an eine
bestimmte Gruppe von Antigenen (Epitop) eines Proteinmolekiils bindet. Wenn das
Proteinmolekul zwischen verschiedenen Differenzierungsrichtungen einer Zelle
unterscheiden lasst, ist der verwendete Antikdrper als Marker zur Differenzierung in der
Tumordiagnostik geeignet.

Um den Antikorper fur die Diagnostik sichtbar zu machen, kommen verschiedene
Detektionssysteme zum Einsatz. Hierzu gehéren die direkte und indirekte
Immunfluoreszenz, bei der der Antikdrper direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert ist bzw. ein markierter zweiter Antikérper eingesetzt wird, der gegen den
primdren gerichtet ist. Diese Reaktionen werden dann abschlieRend unter dem
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Weitere Detektionsmdéglichkeiten bieten die
immunenzymatischen Methoden, die ebenfalls wie die indirekte Immunfluoreszenz auf
dem Prinzip der Antikdrper-Antikérperbindung beruhen.

Die Besonderheit der Immunzytochemie an zytologischen Praparaten ist das im
Gegensatz zum histologischen Untersuchungsmaterial oft sparliche
Untersuchungsmaterial. Die Zahl der zur Verfigung stehenden Ausstrichpraparate ist
meist begrenzt, so dass nur eine eingeschrankte Anzahl an Antikbrpern eingesetzt
werden kann.

Fehlermoglichkeiten sind schlechte Zellerhaltung oder Praparationsfehler, sie kénnen
zu falsch negativen Reaktionen flhren. Daher ist es bei der Immunzytochemie oft
ratsam, mindestens zwei Antikérper zu verwenden, die alternative Fragen beantworten.
Da die Menge an Ergussflissigkeit haufig begrenzt ist, missen immunzytologische
Methoden genau geplant und gezielt eingesetzt werden, das heil3t man bendétigt eine
eng umschriebene Fragestellung. So ist der vorherige lichtmikroskopische Befund
entscheidend fur die Auswahl der entsprechenden Antikdrperkombinationen
(Bubendorf et al., 2010)
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Tabelle 3 zeigt Beispiele haufig verwendeter Antikérper/Antikbrperkombinationen bei

entsprechender Fragestellung in der Ergussdiagnostik der Cytopathologie der Heinrich-

Heine-Universitat Disseldorf.

Tabelle 3 Haufig in der Cytopathologie der HHU verwendete Marker (Pomjanski et al. 2005)

Fragestellung

Antikorper (Tumormarker)

Epitheliale Zellen im Erguss (praktisch
gleichbedeutend mit

Malignitatsnachweis)

Ber-EP4/HEA125

Tumortypisierung

Markerpanel bei unbekanntem Primarius
Ovarialtumormarker
Mammakarzinommarker
Lungentumormarker
Coloncarcinommarker

B-Zell- /T-Zell-Lymphom

CK 5/6, CK7, CK20, CA125, TTF1, cdx2
CA 125

Mammoglobin, GATA-3

TTF-1, Napsin A

cdx 2

CD 20, CD 45Ro0

1.3.1.2 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung ist eine Methode, die klassische Zytogenetik mit
molekularbiologischer Technologie verbindet. Die FISH ist zu einer essentiellen
Methode geworden, um Chromosomen und Chromosomensegmente in hoher
Auflésung darzustellen. Sie wird eingesetzt in der Grundlagenforschung, v.a. der
Tumorgenetik und zur Analyse der Genomorganisation im Zellkern.

FISH beruht auf der

markierter,

Das Grundprinzip der spezifischen
DNA-Sonden an

chromosomale DNA. So kénnen im Fluoreszenzmikroskop die Lokalisierung der Sonde

Bindung mit
Fluoreszenzfarbstoffen einzelstrangiger fixierte
beobachtet werden sowie numerische und strukturelle Chromosomenaberrationen, wie
Polysomien, Translokationen, Deletionen und Genamplifikationen auf Einzelzellniveau
nachgewiesen werden (Cajulis et al., 1995; Johnson et al., 1996).

Die FISH ist in der adjuvanten Malignitatsdiagnose nach unklarer Zytologie ebenso wie
die DNA-Bildzytometrie einzusetzen. Sie ermdglicht aber bereits eine Tumordiagnose
an deutlich weniger atypischen Zellen (etwa 5-6) im Vergleich zur DNA-Bildzytometrie
(etwa 300) (Bubendorf et al., 2010). Die Nachteile der FISH sind ein héheren Preis flr
Sachkosten und ein grolkerer zeitlicher und personeller Aufwand. Daher kommt in der

Cytopathologie der HHU Disseldorf bei sehr geringer Zahl auffalliger Zellen die teurere
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und schwierigere FISH und bei héherer Zahl auffalliger Zellen die DNA-Bildzytometrie
zum Einsatz (Biesterfeld 2013). Heute sind verschiedene Sonden mit DNA-Sequenzen
der meisten Chromosomen kommerziell erhaltlich. Uber zu speziellen Genorten
passenden Sonden erhdlt man so Aufschluss Uber Onkogene und

Tumorsuppressorgene.

1.3.1.3 AgNOR-Analyse

Die Abkilrzung Ag steht fur Argentum (Silber). NOR steht als Abklrzung fur nukleare
Organisationsregionen, hierbei handelt es sich um spezifische DNA- Segmente der
menschlichen Chromosomen, die fir die Synthese ribosomaler RNA verantwortlich
sind. Sie stehen als MaR fur die ribosomale Biogenese der Zelle. Ihnre Menge korreliert
mit der Geschwindigkeit des Zellzyklus und der Proliferationsrate der Zelle. Einige der
mit NOR-Genen assoziierten Proteine besitzen die Fahigkeit, Silber zu binden. So ist
es mdglich, NOR in Chromosomenpraparaten und Gewebsschnitten mit einer Farbung
mit einer Silberkolloidldsung (1% Ameisensaure, 25% Silbernitrat und Gelatine) indirekt
als schwarze Partikel (= AQNOR) nachzuweisen.

Fur die Erfassung der Proliferationstendenz von Tumorzellen wird Zahl und Grofe der
AgNOR, Farbeintensitat und die Verteilung der Silberniederschlage herangezogen. Die
AgNOR-Analyse ergibt als adjuvante Methode in Zusammenschau mit anderen
morphologischen und klinischen Befunden eine weitere prognostische Aussage, so
kann mit ihr ferner auch das Risiko eines Tumorrezidivs abgeschatzt werden
(Remmele, 1999).

Eine besondere Bedeutung in der Ergussdiagnostik kommt der AQNOR-Analyse in der
Abgrenzung zwischen neoplastischen und reaktiven mesothelialen Zellen in der

Mesotheliomdiagnostik zu (Pomjanski et al., 2001, Onofre et al., 2008)

1.3.1.4 DNA-Bildzytometrie

DNA-Aneuploidie ist fir maligne Tumoren typisch. Sie nimmt wahrend der Entwicklung
des Tumors zu und erreicht schliel3lich ein Ausmal, das messbar ist. DNA-Aneuploidie
bezeichnet formal DNA-Verteilungen, die sich statistisch signifikant von DNA-
Verteilungen normaler Zellpopulationen unterscheiden (Haroske et al., 2001). Diese
wiederum sind gepragt vom Vorliegen einer ruhenden Zellpopulation in der Gy/G;-
Phase beim doppelten Chromosomensatz (= 2c), also einer diploiden DNA-Stammlinie.
Diese kann begleitet sein von einer variablen Zahl von Zellen in der S-Phase zwischen
2c und 4c sowie von einigen Zellen in der G,/M-Phase im 4c-Bereich. Mdglich ist an

bestimmten Geweben, gerade auch am Mesothel der Pleura, das Auftreten der
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euploiden Polyploidisierung, bei der es zum Auftreten von Haufigkeitsgipfeln auch bei
4c, 8c, 16¢... kommen kann (Biesterfeld et al., 1994).

Es gibt zwei zytometrische Methoden zur Messung des zellularen DNA-Gehaltes: die
Durchflusszytometrie an Aufschwemmungen von Tumorzellen und die Bildzytometrie
an Feulgen-gefarbten Zellausstrichen. Die Feulgen-Farbung erlaubt eine entsprechend
der Farbeintensitat stdchiometrische Messung des DNA-Gehalts (Feulgen, 1924). Bei
beiden Methoden wird der gemessene DNA-Gehalt in einem Histogramm gegen die
Haufigkeit aufgetragen. Wahrend die Durchflusszytometrie eine automatisierte
Messung groRer Zellmengen erlaubt, werden bei der DNA-Bildzytometrie unter
morphologischer Kontrolle des Untersuchers etwa 300 Analysezellen manuell
ausgewahlt. Der Untersucher hat hier die Moglichkeit, die relevantesten Zellen zu
messen. Insbesondere Einzelzellaneuploidie kann nur mit der DNA-Bildzytometrie
detektiert werden. Der Grad der DNA-Aneuploidie korreliert meist mit dem Ausmalf} der
zytologisch insbesondere in der Pap-Farbung nachweisbaren Kernatypie und mit dem
Malignitatsgrad eines Tumors. Ist die DNA-Aneuploidie nur gering, zeigen die Zellen
nur geringe morphologische Abweichungen und erscheinen DNA-zytometrisch noch
peridiploid wie die meisten nichtneoplastischen Zellen. Tetra- oder oktaploide Zellen
besitzen in der Regel vergrolierte aber meist noch wenig atypische Kerne. Tumoren
mit Stammlinien aufierhalb des di-, tetra-, oder oktaploiden Bereichs sind ,aneuploid®
und zeigen meist erhebliche Kernatypien. Besitzen die Tumore mehrere aneuploide
Stammlinien, werden sie auch als ,multiploid“ bzw. bei Vorliegen diploider und
tetraploider Stammlinien als ,polyploid” bezeichnet (Cibas, 1995, Cohen, 1996, Riley et
al., 1993).

Die Grunde fur DNA-Messungen sind vielfaltig. So dienen sie dazu, um
lichtmikroskopische Befunde zu objektivieren (Qualitatssicherung), um eine sichere
Entscheidungsgrundlage fur eine sich anschliefende Therapie zu haben und um eine

Aussage Uber die Rezidivneigung eines Tumors zumachen.

Das wichtigste Anwendungsgebiet fur die Bildzytometrie ist die Abklarung unklarer
zytologischer Befunde, z.B. in der Urinzytologie oder in der Zytologie der Gallenwege,
des Pankreas oder der Mundhohle. Sie ist aber auch in der Ergusszytologie hilfreich,
um zwischen Tumorzellen und Mesothelien bzw. Makrophagen mit abnormem Zellkern
zu differenzieren (Motherby et al., 1998), (Bubendorf et al., 2010).
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1.3.2  Treffsicherheit der Ergusszytologie

In den letzten knapp flinfzig Jahren haben verschiedenste Forschungsgruppen sich mit
der Treffsicherheit der Ergusszytologie beschéaftigt. Erste Studien wurden schon 1966
von Lopes Cardoso et al. und 1968 von Spriggs und Boddigton durchgefihrt.
Aktuellere Studien liegen von Oliva-Vasquez et al 1995 und Motherby et al. 1999 vor.
Eine groRere Studie aus dem Jahr 2008 von Metzgeroth setzt sich mit der
Treffsicherheit der Zytologie bei der Untersuchung von Ergussen serdser Korperhdhlen

auseinander.

In Tabelle 4 und 5 auf den folgenden Seiten sind verschiedene Studien aus den Jahren
1966-1985 (Tab. 4) und den Jahren 1990-2008 (Tab. 5) aufgefiihrt. Die Tabellen
enthalten Daten Uber die Fallzahlen insgesamt, die dann nochmals in maligne und
benigne Falle aufgeschlusselt wurden. Au3erdem wird das Ergebnis der zytologischen
Diagnostik (positiv, negativ oder unklar) im Hinblick auf die Dignitat der Falle den im
Follow-Up erhobenen Diagnosen gegeniber gestellt und die daraus resultierende
Sensitivitdt und Spezifitdt der Ergusszytologie ermittelt.

So ergeben sich in den verschiedenen Studien fir die Sensitivitat der Zytologie Werte
zwischen 43% und 71% und fUr die Spezifitdt Werte zwischen 91% und 100% (es
wurden nur reine Pleuraerguss-Studien bertcksichtigt). Errechnet man aus allen in den
Tabellen 4 und 5 vorliegenden Pleuraerguss-Studien einen Mittelwert fur die
Sensitivitdt und Spezifitat, liegt die Sensitivitat der Ergusszytologie im Schnitt bei
57,1% und die Spezifitat bei 97,1%.
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Tabelle 4 Treffsicherheit der Zytologie an Pleuraergissen. Studien von 1966-1985 (nach

Spriggs und Boddington 1989)

%.6 %G‘86 %.'66 %16 Jeyizads

%EY %.9 %¥S %29 Je)AlISuUdS
€ A 0 29 alepjun yosibojoiAz

GOl zel coLl 8¢9 aAiebau yosibo|ojhz
0 14 € Z aAisod yosi60j0jAz

801 (%7 0Ll 20. Jwesab ojjeH aubluaq
ol 0¢ X 62 alepjun yosib0|0jAz
€9 99 09¢ 8/l aAljebau yosibo|ojhz
09 002 6vE 6EE aAlisod yosibo|0jAz

6EL 96¢ 0¥9 %S Jwesab ojje sublew

YA 4 6€01L v/l 8vzL Jwesab sjje4

(g861) (2261) (9961)
e e (8961) e
10 uossuauel\ | 10 puenbunopy uojbuippogysbbudg 18 osop.ie) sadoT

17



Tabelle 5 Treffsicherheit der Ergusszytologie. Studien von 1990-2008
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Wie verbessert sich nun die Treffsicherheit der konventionellen Zytologie durch den
Einsatz adjuvanter Methoden? Auch hierzu liegen mehrere Studien vor. In diesen
kommt meist die Immunzytochemie als adjuvante Methode zum Einsatz. Auch bei der
vorliegenden Arbeit wurde klar, dass in der Regel diese Methode bei unklaren

Ergussen zur Anwendung kommit.

Eine Studie an Erglissen serdser Korperhdhlen (213 pleurale, 85 peritoneale, 7
perikardiale, 8 Lavagen) von Motherby (1999) ergab eine Sensitivitat von 53,4% und
eine Spezifitdt von 93,3% fir die zytologische Diagnostik. Die Gesamttreffsicherheit bei
dieser Arbeit lag bei 78,2%. Zusatzlich wurde untersucht, wie der Einsatz adjuvanter
Methoden (Immunzytochemie (BerEP4) und/oder DNA-Zytometrie) diese Ergebnisse
beeinflusste. Es zeigte sich eine Verbesserung der Sensitivitdt von 53,4% auf 61,0%,
der Spezifitdt von 93,3% auf 99,0% und der Gesamttreffsicherheit von 78,2% auf
84,6%.

Schaut man sich die Treffsicherheit bezliglich Malignitat verschiedener adjuvanter
Methoden in der Ergusszytologie an (Tabelle 6) so liefert die DNA- Bildzytometrie eine
Sensitivitdt von 82,9% und eine Spezifitdt von 94,7%, die Immunzytochemie eine
Sensitivitdt von 77,8% und eine Spezifitit von 100%. Beide Methoden kombiniert
zeigen eine Sensitivitdt von 88,9% und eine Spezifitdt von 95%. (Motherby, 1999),
(Rohn, 2002).

Grefete untersuchte 2008 34 pleurale und peritoneale Erglisse. Die konventionelle
Zytologie zeigte eine Sensitivitdt von 78% und eine Spezifitdt von 73%. Als
immunzytochemische Marker setzte Grefete CEA, EMA, HMFG-2 und Calretinin ein,
welche zu einer Verbesserung der Sensitivitat auf 96% und der Spezifitat auf 91%
fuhrte (Tabelle 6).
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Tabelle 6 Studien von Motherby und Grefete zur Treffsicherheit adjuvanter Methoden im
Vergleich zur morphologiebasierten Zytologie (ICC= Immunzytochemie)

Motherby 1999 Grefete 2008
(n=219) (n=34)
DNA- ICC Kombi. morph morph. ICC (CEA/
Zytometrie | (BerEP4) ICC und Zytologie | Zytologie EMA/

DNA- HMFG-2/
Zytometrie Calretinin)

Sensitivitit 82,9 77,8 88,9 53,4 78 96

Spezifitit 94,7 100 95 93,3 73 91
Zwei weitere Studien befassten sich mit anderen immunzytochemischen

Markernplanelen (Tabelle 7). Metzgeroth kam 2008 an 1234 Erglissen seroser
Kdrperhéhlen zu dem Ergebnis, dass der Einsatz von HEA125, Panzytokeratin und
Calretinin die Sensitivitat der morpologiebasierten Zytologie von 51% auf 93% und die
Spezifitat von 92% auf 100% verbesserte. Eine Studie aus dem Jahre 2013 an 50
pleuralen und peritonealen Ergussen von Yahya zeigt nach dem Einsatz von Calretinin
und CEA einen Anstieg der Sensitivitdt der morphologiebasierten Zytologie von 77%
auf 97% (Tabelle 7).

Tabelle 7 Studien von Metzgeroth und Yahya zeigen die morphologiebasierte Zytologie und der
Zugewinn an Treffsicherheit durch die Immunzytochemie (ICC)

Metzgeroth 2008 Yahya 2013
(n=1234) (n=50)
morph. ICC morph. ICC
Zytologie (HEA125/ Zytologie (CEA/
Panzytokeratin/ Calretinin)
Calretinin)
Sensitivitat 51 93 77 97
Spezifitat 92 100 100 100

Andere Studien haben sich mit der Treffsicherheit der Immunzytochemie allein

auseinandergesetzt (Tabelle 8). Die Sensitivitat der vorliegenden Arbeiten lag

20



zwischen 66,7% und 76,2%. Die Spezifitat zwischen 97% und 100%. Aufgrund der
Unterschiede bei der Markerwahl missen die Studien getrennt voneinander beurteilt

werden.

Tabelle 8 Studien von 2001-2013 zur Treffsicherheit der Immunzytochemie alleine

Ko 2001 Gaspar 2008 Trapé 2012 Hsieh 2013
(n=53) (n=155) (n=391) (n=173)
(CEA/ (CEA, CA15-3, (CEA/ (CEA/
Calretinin) TAG 72) CA15-3/ CYFRA 21-1)
CA19-9)
Sensitivitat 76 75 76,2 66,7
Spezifitat 100 100 97 100

1.4 Zielsetzung

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, die Treffsicherheit der Zytologie in der
Pleuraergussdiagnostik einer zytopathologischen Schwerpunktabteilung zu ermitteln.
Es sollten zum einen Sensitivitdt und Spezifitdt der konventionellen Ergusszytologie
bezlglich einer malignen Ergussursache bestimmt werden, zum anderen aber auch
gezeigt werden, welchen etwaigen Zugewinn die Anwendung adjuvanter Methoden fir
die Tumordetektion sowie fur die Tumortypisierung bei positiver Zytologie bringt.

AulBerdem sollten die ermittelten Ergebnisse mit denen alterer Studien verglichen
werden; insbesondere um Aussagen Uber eventuelle Verbesserungen durch
Weiterentwicklungen der zytologischen Untersuchungsmethoden uUber die Jahre

machen zu kdnnen bzw. die Ergebnisse anderer Arbeiten kritisch zu betrachten.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkohorte

Gegenstand der Studie waren die zytologischen Diagnosen von Pleuraergissen, die
im Zeitraum von Januar 2010 bis August 2011 in der Cytopathologie der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf gestellt wurden. Sind fir einen Patienten in diesem
Zeitraum mehrere Diagnosen an mehreren Einsendungen gestellt worden, so ist fur
diese Studie nur die Diagnose der ersten Einsendung gewertet worden. Insgesamt
wurden in dieser Zeit 2451 Pleuraergisse von 174 Krankenhdusern und
niedergelassenen Arzten, (iberwiegend aus NRW, Ubersandt. Die Kohorte wurde im
Weiteren aus Grinden der Durchflihrbarkeit der Studie auf die zwanzig grofiten
Einsender eingeengt, woraus sich zunachst eine Patientenkohorte von 2083 Patienten
ergab. Es wurden alle Einsender ausgewahlt, die in dem oben genannten Zeitraum
mindestens 30 Pleuraergisse in die Cytopathologie eingesandt hatten. Die
entsprechenden zytologischen Routinediagnosen wurden aus der Datenbank DC-
Pathos in eine Exceltabelle Ubertragen. Da es bei drei der Einsender leider nicht
maoglich war, ein Follow-Up zu erheben, sowie von zwei Patienten lediglich zytologisch
unzureichendes Untersuchungsmaterial vorlag, wurde letztlich eine Kohorte von 1726
Patienten von 17 Einsendern zur Auswertung herangezogen. Die Kohorte beinhaltete
sowohl zytologisch tumorpositive als auch -negative, zweifelhafte und dringend

verdachtige Diagnosen.

In Abbildung 3 sind zunachst alle Ersteinsendungen aus dem Zeitraum Januar 2010
bis August 2011 mit ihrer jeweiligen zytologischen Diagnose aufgefihrt. Im weiteren
Verlauf zeigt die Abbildung die Grolie der Kohorte nach erfolgtem Follow-Up, d.h. die
Patienten, von denen bei den jeweiligen Kliniken ein Follow-Up erhoben werden
konnte. Auch diese Patienten sind nochmals nach ihren zytologischen Diagnosen

unterteilt aufgefuhrt.
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Patienten gesamt
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positiv negativ zweifelhaft dringend unzu-
n=372 n=1548 n=124 Verr‘]jfg;‘t'g reichend
n=2

' | l

Patienten mit Patienten ohne
Follow-Up Follow-Up
n=1726 n=355

|
! I ' !

positiv negativ zweifelhaft dringend
_ _ _ verdachtig
n=300 n=1292 n=102 n=32

Abbildung 3 Patientenkohorte gesamt und nach Abschluss des Follow-Up

Abbildung 4 auf der folgenden Seite zeigt die Patientenkohorte nach Berlicksichtigung
des in Kap.2.5 festgelegten Referenzstandards. 138 Patienten fielen heraus, da bei
ihnen kein ausreichend langer Follow-Up-Zeitraum vorlag. Hiernach enthielt die
Kohorte noch 1588 Patienten mit einem vollstandigen Follow-Up. Davon blieben aller-
dings 151 Falle unklar, d.h. dass auch nach erfolgtem Follow-Up die Befunde nach
Aktenlage keinem positiven oder negativen Referenzstandard zugeordnet werden
konnten. So blieben am Ende 1437 Patienten fir die Auswertung Ubrig, die in

Abbildung 4 nochmal nach ihrer zytologischen Diagnose unterteilt aufgefihrt sind.
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Patienten mit Follow-Up
n=1726

Patienten ohne

| ausrelchenqen Follow-Up-
Zeitraum
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\ 4

Patienten mit Follow-Up
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n=1588
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N n=151

\ 4

Patientenkohorte mit
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Auswertung
n=1437

|

! ' ' |

positiv negativ zweifelhaft dringend
_ _ _ verdachtig
n=262 n=1066 n=84 n=25

Abbildung 4 Patientenkohorte nach Berticksichtigung des Referenzstandards (RS)

2.2 Ethikvotum

Flr diese Arbeit liegt ein positives Ethikvotum mit dem Aktenzeichen #3383 von der
Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf vor.
Die Patientendaten wurden zum friihesten praktikablen Zeitpunkt pseudonymisiert. Alle
Datensatze wurden stets nur in mehrfach verschlisselter Form gespeichert. Die
Verschlusselung erfolgte durch das Programm TrueCrypt V7.1.
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2.3 Erstellung des Follow-Up Bogens

Fur das Follow-Up wurde zunachst das Layout eines Fragebogens erarbeitet. Um die
spatere Auswertung zu vereinheitlichen, wurde dieser Fragebogen von Herrn Dipl.-Biol.
llse vom Schwerpunkt Cytopathologie der HHU mittels Visual Basic for Applications
(VBA) mit einer Exceltabelle verknupft. Der Fragebogen wurde so gestaltet, dass die
meisten Felder durch Drop-down-Menis und Kontrollkastchen ausgefillt werden
konnten. Nur wenn es nicht anders mdglich war, wurden freie Texteingabefelder
verwendet. Der Fragebogen war so gestaltet, dass er bereits bekannte Daten des
Patienten aus der Tabelle auslas und dem Benutzer anzeigte. Der Bogen ist in die
Hauptfelder Patientendaten, zytologische Abklarung des Pleuraergusses, andere
zytologische  Untersuchungen, klinisch  bekannter  maligner  Primartumor,
Grunderkrankungen, sowie ein Feld fir Anmerkungen, eventuelles Sterbedatum,
weiterbehandelnde Einrichtungen und das Datum des letzten Akteneintrags gegliedert.
Das Feld der zytologischen Abklarung des Pleuraergusses gibt zum einen die
zytologische Diagnose in positiv, negativ, dringend verdachtig und zweifelhaft an sowie
die Diagnose im Wortlaut wie z.B. ,Das Zellbild entspricht einem Pleuraerguss mit
chronisch entzindlicher und hamorrhagischer Komponente“. Aulerdem gibt das Feld
Auskunft dartiber, wo der Ergussort und der Entnahmeort lagen, dies gibt mitunter
einen Hinweis Uber die letztendliche Ursache des Pleuraergusses. Aulderdem wurden
noch Daten eingetragen Uber weitere Pleuraerguss-Einsendungen, welche nach der
Ersteinsendung erfolgten. Das zweite Hauptfeld beschaftigt sich mit anderen
zytologischen Untersuchungsmethoden wie der Bronchiallavage, der
Feinnadelaspiration und der Burstenzytologie, berlcksichtigt aber auch die adjuvanten
Methoden zur Tumortypisierung und zur weiteren Abklarung der Diagnose, die v.a. bei
dringend verdachtigen und zweifelhaften Zytologieergebnissen erfolgte. Hierzu
gehoéren die Immunzytochemie, die FISH, die DNA-Bildzytometrie und die AgNOR-
Analyse. Auch von diesen Methoden wurde jeweils die Diagnose, einmal in Kurzform
und einmal in ausfihrlicher Form beschrieben, sowie das Diagnosedatum notiert. Die
Daten sowohl tber die zytologische Abklarung des Pleuraergusses als auch die flr die
weiteren zytologischen Methoden lieferte das Datenbankprogramm DC-Pathos.

Im dritten Hauptfeld ging es um Daten Uber eventuell bekannte maligne Primartumore.
So war es wichtig zu ermitteln, was fur eine Art Tumor vorlag (z.B. Lungenkarzinom),
sowie wann und mit welchen Methoden die Erstdiagnose gestellt wurde. Zur
Vereinfachung wurden hier drei Unterkategorien gewahlt, namlich die Histologie, die
Zytologie und bildgebende Verfahren (z.B. CT, Rdntgen etc.) sowie Kombinationen aus

den dreien. Zusatzlich gibt es Felder fur die TNM-Klassifikation des Tumors, Angaben
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Uber Vollstandigkeit der Resektion (R-Status), eventuelle Lymphgefal3- oder
Veneninvasion, sowie das Grading und den mit den angewandten diagnostischen
Methoden erreichbaren Grad an Sicherheit (C-Faktor). Dariber hinaus wurden noch
Felder fur Metastasen sowie die bisherige bzw. aktuelle Therapie mit Datumsfeld und
Felder fur einen eventuell vorhandenen Zweittumor hinzugefligt. Am Ende des Feldes
enthalt der Fragebogen noch die Mdglichkeit fir Eintragungen zur Histologie des
Tumors, z.B. Adenokarzinom, Plattenepithelkarzinom, kleinzelliges Karzinom.

Das nachste Hauptfeld fuhrt die Grunderkrankungen auf, die zum Zeitpunkt der
Ersteinsendung des Ergusses vorlagen und in Zusammenhang mit der Ergussursache
stehen konnten. Zudem gibt es verschiedene Auswahlfelder die Untersuchungen
bertcksichtigten, die zu einem Tumorausschluss gefihrt haben. Hier kommt vor allem
der Histologie sowie dem CT eine Ubergeordnete Rolle zu. Zuletzt findet sich noch ein
Freitextfeld, in dem aktuelle medikamentdse oder operative Behandlungen aufgefuhrt
wurden.

Das letzte Hauptfeld, das Anmerkungsfeld, ist ein Freitextfeld in dem Besonderheiten
aufgeflihrt wurden, die in dem Fragebogen bisher keine Bertlicksichtigung fanden. Es
wurden wenn vorhanden Aussagen Uber das Sterbedatum gemacht, um die spatere
mittlere Uberlebenszeit nach Diagnose einer Pleurakarzinose auszuwerten. Weiterhin
wurde das Datum des letzten Follow-Up erfasst, um den Follow-Up-Zeitraum
bestimmen zu kénnen.

Der erstellte Fragebogen wurde mit der Patientenliste verknupft.

Abbildung 5 auf der nachsten Seite zeigt ein zugeschnittenes Bildschirmabbild des

Fragebogens
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Abbildung 5 Zugeschnittenes Bildschirmabbild des zur Nachuntersuchung verwendeten Fragebogens
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2.4 Datenerhebung fur die klinische Nachuntersuchung
(Follow-Up)

Zur Erhebung des Follow-Up wurden sowohl in den Archiven als auch in den digitalen
Datenbanken (medico, orbis, SAP) der siebzehn groften Einsender mit Hilfe der
vorhandenen Arztbriefe die Patientendaten gesichtet. In den Akten wurde besonderes
Augenmerk auf die jeweiligen Arztbriefe, die direkten Bezug zum Datum der
Einsendung des Pleuraergusses in die Cytopathologie hatten, sowie auf die Briefe von
auf den Erguss folgenden Krankenhausaufenthalten gelegt. Mit diesen Daten wurde
dann der oben beschriebene Fragebogen ausgefiillt.

Bei der Sichtung der Arztbriefe galt es insbesondere in Erfahrung zu bringen, was der
Grund fiur den Krankenhausaufenthalt des Patienten zum Zeitpunkt des
Pleuraergusses war und ob die Ursache des Ergusses vom Kliniker durch
entsprechende Diagnostik und Zusammenschau aller ihm vorliegenden Befunde
geklart werden konnte. Lagen zum Zeitpunkt des Aufenthaltes entsprechende
Erkrankungen, die mit dem Pleuraerguss in Verbindung zu bringen waren vor? Wenn
ein maligner Primartumor vorlag: Wurde dieser morphologisch gesichert, d.h. lag eine
histologische oder zytologische Untersuchung vor; wurden Aussagen uber die TMN-
Klassifikation gemacht bzw. hat eine Therapie des Tumors stattgefunden oder war eine
entsprechende Behandlung geplant? Die Daten zur Tumortherapie waren zur
Absicherung besonders nach positiver Zytologie wichtig, um zur ermitteln, wie der
Kliniker auf das zytologische Ergebnis reagiert hatte.

Wenn keine Tumorerkrankung Grund fir den Klinikaufenthalt war, musste nach
entsprechenden Grunderkrankungen, Operationen oder Traumata gesucht werden, die
dem Pleuraerguss zu Grunde liegen konnten. Auflerdem wurden Befunde aus
verschiedenen bildgebenden Verfahren, speziell aus CT, Sonographie und dem
Rontgen dahingehend gesichtet, ob hier Zeichen einer Entzindung oder einer
Raumforderung vorlagen, oder ob ein malignes Geschehen verifiziert oder in
Zusammenschau mit den anderen Befunden ausgeschlossen werden konnte.

Danach wurden Daten darlber erhoben, wie der Patient zum Zeitpunkt des
Pleuraergusses behandelt wurde.

Zuletzt wurde noch das Datum des letzten Follow-Up ermittelt, welches mit dem Datum
des letzten vorliegenden Arztbriefs gleichgesetzt wurde. Au3erdem wurde eventuell
das Versterben des Patienten erfasst.

Anhand der Follow-Up Daten wurde ermittelt, ob die Patienten letztlich eine maligne

Ursache des Pleuraergusses hatten, oder nicht. Kriterien fir diesen positiven oder
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negativen Referenzstandard wurden vorab definiert (siehe Kapitel 2.5) und die

zytologischen Diagnosen mit diesem Referenzstandard verglichen.

2.5 Definition eines Referenzstandards fiir eine maligne

Ergussursache

Es folgen die Definitionen der Positivkriterien (Kap. 2.5.1) und der Negativkriterien
(Kap. 2.5.2) fir den Referenzstandard. Alle Falle, die weder die Positivkriterien noch
die Negativkriterien eindeutig erflllten, werden als unklare Falle bei der folgenden

statistischen Auswertung nicht berlcksichtigt.

2.5.1 Positivkriterien des Referenzstandards

Ein Patient erflllt die Positivkriterien des Referenzstandards, wenn in der Anamnese
ein maligner Tumor bekannt ist und keine andere haufig mit einem Pleuraerguss
assoziierte Grunderkrankung vorliegt, die den Pleuraerguss verursacht haben kdnnte.
Eine maligne Grunderkrankung wird dann angenommen, wenn ein maligner Tumor
durch zytologische oder histologische Untersuchung gesichert worden ist oder wenn
der Patient anamnestisch auf ein malignes Tumorleiden behandelt worden ist. So sind
zum Beispiel operative onkologische Eingriffe, Chemotherapien, Strahlentherapien als
klinische Tumorbehandlung zu werten.

Ist bei einem Patienten ein maligner Tumor bekannt und leidet er gleichzeitig unter
einer Erkrankung, die flr den Pleuraerguss als Ursache in Frage kommt, wird nur dann
eine maligne Ergussursache angenommen, wenn durch weitere klinische Daten,
insbesondere durch ein oder mehrere Bildgebende Verfahren, die maligne Natur des
Ergusses naheliegt.

Entsprechende Falle, die sich entsprechend der oben genannten Kriterien nicht
eindeutig zuordnen lassen, d.h. wo sowohl ein maligner Tumor als auch eine benigne
Grunderkrankung fir den Pleuraerguss verantwortlich sein konnten, wurden als

unklare Falle bei der spateren statistischen Auswertung nicht bertcksichtigt.

2.5.2 Negativkriterien des Referenzstandards

Eine nicht maligne Ergussursache wird dann angenommen, wenn kein maligner Tumor
(Def. s. Positivkriterien des. Referenzstandards) vorliegt. Auflerdem muss
anamnestisch eine dem Pleuraerguss zu Grunde liegende benigne Grunderkrankung,

eine Operation oder ein Trauma bekannt sein, welche in zeitichem Zusammenhang
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mit dem Auftreten des Pleuraergusses steht und somit als Ergussursache in Frage
kommen kdénnte. Als weiterer Punkt muss ein Follow-Up Zeitraum nach dem initialen
Erguss von mindestens zwei Monaten erflllt sein, indem keine Pleurakarzinose
aufgetreten ist.

Liegt bei Patienten mit fir den Pleuraerguss als Ursache in Frage kommender
benigner Grunderkrankung zusatzlich noch ein maligner Tumor vor, erfullt der Patient
nur dann die Negativkriterien des Referenzstandards, wenn neben der
Grunderkrankung weitere klinische Daten (v.a. ein bildgebendes Verfahren) vorliegen,
die beim Kliniker zum Ausschluss einer Pleurakarzinose gefiihrt haben. Des Weiteren
sind die Negativkriterien des Referenzstandards erfillt, wenn eine Pleurakarzinose auf
Grund der Tumorart (z.B. Basaliom) oder durch entsprechende TNM-Klassifikation des
Tumors in Zusammenschau mit der Tumorlokalisation unwahrscheinlich ist. Natlrlich
ist auch hier nur in Zusammenhang mit entsprechender fir den Pleuraerguss

ursachlicher benigner Grunderkrankung ein negativer Referenzstandard erfulit.

2.6 Adjuvante Methoden zur Tumortypisierung

Die Durchfihrung der unten genannten adjuvanten Methoden als Bestandteil der
Routinezytologie lag in den Handen der diagnostizierenden Pathologen. Fir die
vorliegende Doktorarbeit wurden aber die Diagnosen verwendet und dem Follow-Up
gegenubergestellt. Trotzdem werden die adjuvanten Methoden im Folgenden (ab Kap.
2.6.2) kurz beschrieben.

2.6.1 Definition der Kohorte fiir die Tumortypisierung

Um die Treffsicherheit der in der zytologischen Routinediagnostik angewandten
adjuvanten Methoden (s.u.) in Bezug auf die Kkorrekte histogenetische
Tumortypisierung auswerten zu koénnen, wurden ebenfalls die Follow-Up Daten
entsprechend dem in Kap. 2.5.1 definierten positiven Referenzstandard herangezogen.
Zur Kohorte fir die Tumortypisierung gehérten alle Patienten, bei denen im Anschluss
an eine positive zytologische Diagnose mindestens eine adjuvante Methode zur
Tumortypisierung angewendet wurde. Patienten, die im Follow-Up als unklar
klassifiziert wurden und alle Patienten mit positiver Zytologie alleine ohne adjuvante
Methode werden bei der Auswertung nicht bertcksichtigt. Zytologisch ist ein Tumor
dann korrekt typisiert, wenn er mit der Follow-Up Diagnose Ubereinstimmt, bzw. im

zytologischen Befund als Differentialdiagnose angeboten wird.
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2.6.2 Durchfuhrung adjuvanter Methoden am Schwerpunkt
Cytopathologie der HHU Duisseldorf

Die in die Zytopathologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf eingesandte
Ergussflissigkeit wird zunachst Zellanreicherungsverfahren wie der konventionellen
Zentrifugation oder der Zytozentrifugation unterzogen (5 min bei 500 xg). Der
Uberstand wird dekantiert und je 1 Tropfen des in der Restflissigkeit aufgeschiittelten
Sediments zwischen zwei Objekttragern ausgestrichen. Insgesamt werden so 6
Praparate hergestellt, wovon 3 luftgetrocknet und nach MGG, sowie 3 alkoholisch
fixiert und nach Papanicolaou gefarbt werden. Eventuell geronnenes
Untersuchungsmaterial oder vorhandenen Gewebeanteile werden in 4 ml 10%
Formalin gegeben, wie Gewebe entsprechend im Institut flir Pathologie aufgearbeitet,
ein Zellblockpraparat erstellt und ein 5 Mikrometer dicker Schnitt mit Hamatoxylin und
Eosin (HE) geféarbt.

2.6.3 Immunzytochemie

Die fixierten und nach Papanicolaou gefarbten Praparate eignen sich besonders nach
erfolgter Basiszytologie fir die Immunzytochemie.

Dabei wird ein Brickenantikbérper mit einem gegen ein Zellantigen gerichteten
Antikérper verbunden. Nach der Zugabe eines Substrats entsteht schlielllich ein
Farbstoff, der die Antigen-Antikérper-Reaktion sichtbar macht.

In der zytologischen Diagnostik haben sich die PAP-Methode (Peroxidase-Anti-
Peroxidase-Komplex), die ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex) sowie die APAAP-
Methode (alkalische Phosphatase-Antialkalische Phosphatase-Komplex) durchgesetzt
(Bubendorf et al., 2010).

In der Abteilung fur Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf wird die
ABC-Methode verwendet. Bei dieser macht man sich die hohe Affinitat des
Glykoproteins Avidin fir das wasserlésliche Vitamin Biotin zunutze. Es wird Uber einen
biotinylierten Antikérper ein vorgefertigter Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex an ein
gewebegebundenes Antigen fixiert. Die Peroxidase kann anschlieliend mittels einer
Farbereaktion nachgewiesen werden (Remmele 1999).

In den zytologischen Praparaten sind die Zellen weitestgehend intakt, was den Zugang
des Antikorpers in die Zelle erschweren kann. Daher mussen Vortests erfolgen, die
prifen, bei welcher Antikdrperkonzentration und unter welchen

Inkubationsbedingungen eine Reaktion moglich ist. Des Weiteren muss das
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Zellmaterial sehr dinn ausgestrichen sein, da sonst das Ablesen der
immunzytochemischen Reaktion durch Uberlagerung von anderen Zellen erschwert ist.
Auch der Klinik kommt eine wichtige Rolle zu, so hangen die Qualitat der Proben und
das spatere immunzytochemische Ergebnis in grolRem Male von der richtigen
Entnahmetechnik ab. Daher ist es wichtig, dass die Einsender Uber gute Anleitungen
zur Materialgewinnung verfugen (Bubendorf et al., 2010). Alle immunzytochemischen
Anwendungen erfolgen gemal den Standard Operating Procedures (SOP) der
Abteilung.

Tabelle 9 auf der folgenden Seite zeigt in der Cytopathologie der HHU Dusseldorf
eingesetzte immunzytologische Marker (Antikoérper), deren Verdiinnung, Hersteller und

Bestellnummer.

32



Tabelle 9 Liste der eingesetzten Antikdrper
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2.6.4 Weitere adjuvante Methoden

In jeweils nur zwei Fallen kamen noch die DNA-Bildzytometrie und die AQNOR-Analyse
zum Einsatz. Aufgrund der geringen Fallzahl wird hier auf eine detaillierte
Beschreibung der Verfahren verzichtet und auf die SOPs des Schwerpunktes

Cytopathologie verwiesen.

2.7 Statistische Auswertung

Bei der deskriptiven statistischen Auswertung werden die zytologischen
Untersuchungsergebnisse mit dem Referenzstandard abgeglichen, um Aussagen lber
Sensitivitat, Spezifitat, positiven pradiktiven Wert, negativen pradiktiven Wert sowie
Gesamttreffsicherheit der zytologischen Untersuchung treffen zu kénnen. Im Weiteren
wird ermittelt, wie genau die Tumortypisierung mit Hilfe der adjuvanten Methoden ist
und in wie weit adjuvante Methoden die Treffsicherheit der zytologischen

Untersuchungsmethoden erhohen konnen.

2.7.1 Vierfeldertafel

Grundlage zur Bestimmung der Sensitivitdt und Spezifitat ist die Aufstellung einer
Vierfeldertafel (Gerok, 2007) (Tabelle 10), mit dessen Hilfe sich beide Werte spater

Uber die weiter unten beschriebenen Formeln errechnen lassen.

Tabelle 10 Die Vierfeldertafel als Grundlage zur Berechnung der Sensitivitdt und Spezifitat
(Baenkler und Fritze, 1999)

Krank nicht krank
positiv | richtig positiv(rp) falsch positiv(fp) alle positiven
Testergebnis rp + fp
negativ | falsch negativ(fn) richtig negativ(rn) alle negativen
fn+rn
alle Kranken alle Nichtkranken
rp + fn fp+rmn alle Patienten
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So ergeben sich folgende Begriffe (Baenkler und Fritze, 1999):

2.7.2 Sensitivitat

Die Sensitivitat und die Spezifitat sind Kennzahlen der Qualitat eines Tests (Trappl und
Trost, 2010). Die Sensitivitat eines Tests flr eine Erkrankung bezeichnet den Anteil
aller von dieser Krankheit betroffenen Personen, bei denen der Test ein positives

(pathologisches) Ergebnis geliefert hat.

e ey T richtig positiv
Sensitivitit = —— x 100 = I Por (%)
rp+fn alle Kranken

2.7.3 Spezifitat

Die Spezifitiat eines Tests ergibt sich aus dem Anteil aller tatsachlich Gesunden, bei

denen der Test ein negatives Ergebnis geliefert hat.

Spezifitét __m x 100 — richtig negativ (%)

™m+fp alle Nichtkranken

2.7.4 Positiver und negativer pradiktiver Wert

Der positive pradiktive Wert (PPW) beschreibt den Prozentsatz von

Krankheitsdiagnosen, die sich spater als korrekt herausstellen.

PPW= D x 100 — richtig positiv erkannt (%)

rp+fp positiv erkannt

Der negative pradiktive Wert (NPW) ist der Prozentsatz von zu Recht als gesund

diagnostizierten Befunden.

™ richtig negativ erkannt

x 100

NPW= -
rn+fn negativ erkannt

(%)
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2.7.5 Die Gesamttreffsicherheit (GT)

Die Gesamttreffsicherheit gibt den Prozentsatz aller richtig klassifizierten Falle an

(richtig positive und richtig negative Diagnosen).

rp+rn

richtig klassifiziert
x100 = g klassif

GT (richtig klassifiziert)= ——— 2lle Falle

(%)

2.7.6 Ziele der statistischen Auswertung

Es sollten zunachst die Spezifitat und die Sensitivitat der Zytologie an Pleuraerglissen
alleine, d.h. ohne adjuvante Methoden, mit Hilfe der Vierfeldertafeln ermittelt werden,
um so eine Aussage Uber die Qualitdt der rein morphologiebasierten Zytologie
(Basiszytologie) in der Ergussdiagnostik an Pleuraergiissen machen zu kénnen.

Da die Basiszytologie nicht nur zwei (negativ, positiv), sondern vier Kategorien
(negativ, zweifelhaft, dringender Verdacht, positiv) kennt, wurden verschiedene
Auswertungsvarianten gewahlt.

1. Die zytologisch dringend verdachtigen und zweifelhaften Falle wurden als testpositiv
gewertet.

2. Die zytologisch dringend verdachtigen und zweifelhaften Falle wurden als
testnegativ gewertet.

3. Die zytologisch dringend verdachtigen Falle wurden als testpositiv, die zweifelhaften
Falle als testnegativ gewertet.

Aulerdem sollte ermittelt werden, welchen Zugewinn an Treffsicherheit der Einsatz
adjuvanter Methoden zusatzlich zur Basiszytologie erbringt bzw. wie viele der nach
Basiszytologie unklaren Falle aufgeklart werden konnten. Dabei wurden alle
angewandten adjuvanten Methoden (Immunzytochemie, DNA- Bildzytometrie, AQNOR)
als Einheit betrachtet und als abschlieRende zytologische Diagnose zusammengefasst,
um eine verwertbare Aussage zu erhalten. Des Weiteren wird die Treffsicherheit
adjuvanter zytologischer Methoden bei der Tumortypisierung ausgewertet.

Es erfolgen Aussagen Uber die prozentuale Verteilung der Pleuraergisse nach
zytologischer Diagnose, sowie zur geschlechtsspezifischen Verteilung der Ergusse. Es
werden darUber hinaus die Altersverteilung der Patienten sowie die haufigsten
Lokalisationen der Ergisse dargestellt und Aussagen Uber die Lokalisation des

Primarius bei vorhandener Pleurakarzinose gemacht.
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3 Ergebnisse

3.1 Befunde nach Follow-Up und Bericksichtigung des

Referenzstandards

Nach der Auswertung des Follow-Up mit Hilfe der in Kapitel 2.5 festgelegten Kriterien
fir den Referenzstandard waren 33,6% (n=533) der Patienten tumorpositiv und 56,9%
(n=904) tumornegativ. Die Restlichen 9,5% (n=151) der Patienten konnten keinem
positiven oder negativen Referenzstandard zugeordnet werden und wurden daher aus

der Studie ausgeschlossen (Abbildung 6).

(" )

W negativ; 56,93%

B positiv; 33,56%

& unklar; 9,51%

i

- J

Abbildung 6 Patientenkohorte nach klinischem Follow-Up mit Referenzstandard in %

Werden die unklaren Patienten nicht berlcksichtigt, das heiflt legt man die 1437
Patienten zugrunde, die ein klares Follow-Up besallen, so erfiillten 37,1% den

positiven und 62,9% den negativen Referenzstandard.
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Schaut man sich nur die zytologischen Diagnosen nach Sichtung der 1437 Patienten
an, die den Referenzstandard erfullten erhalt man folgendes Ergebnis. 18,2% (n=262)
zytologisch positive, 74,2% (n=1066) negative, 5,9% (n=84) zweifelhafte und 1,7%
(n=25) dringend verdachtige Falle (Abbildung 7).

80,00% -\

74,20%
70,00% -

60,00% -

M positi
50,00% - POSIEV

M negativ

40,00% W zweifelhaft

M dringend verdachtig

30,00% -

20,00% -

10,00% - 5,90%
1,70%

0,00%

zytologische Diagnosen

Abbildung 7 Prozentuale Verteilung der zytologischen Diagnosen an Hand der Patientenkohorte

nach Follow-Up und Berlcksichtigung der Ausschlusskriterien des Referenzstandards
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Die Auswertung der Pleuraerglisse nach Geschlecht (Abbildung 8) zeigt, dass im
Untersuchungszeitraum die mannlichen Patienten mit 54,3% (n= 780) haufiger einen

Pleuraerguss als die weiblichen mit 45,7% (n= 657) entwickelten.

geschlechtsbezogene Verteilung der
Pleuraergiisse

B mannlich (54,3%)
M weiblich (45,7%)

Abbildung 8 Geschlechtspezifische Verteilung der Pleuraergiisse laut Follow-Up

Betrachtet man nur die zytologischen Befunde alleine ohne klinische Diagnosen oder
andere pathologische Befunde und schlisselt man nun die geschlechtsspezifische
Verteilung getrennt in positive, negative, dringend verdachtige und zweifelhafte
zytologische Diagnose auf, zeigt sich, dass Frauen zwar seltener einen Pleuraerguss
entwickelten als Manner, bei ihnen aber deutlich haufiger (Frauen 23,4%/, Manner
13,9%) eine positive zytologische Diagnose gestellt wurde. Das bedeutet wiederum,
dass bei fast "4 der Pleuraergisse bei Frauen zytologisch die Diagnose einer
Pleurakarzinose gestellt wurde. Bei Mannern enthielt demgegenuber nur in etwa jeder
siebte Erguss maligne Zellen.

Mit 79,2% bei Mannern und 68,2% bei Frauen wurde der Grol¥teil der Erglsse jedoch
als negativ befundet.

Seltener wurden die Diagnosen zweifelhaft (Manner 5,5%, Frauen 6,2%) und dringend
verdachtig (Manner 1,4%, Frauen 2,1%) gestellt, bei denen sich an die allgemeine
Zytologie bei ausreichender Anzahl der suspekten Zellen im Untersuchungsmaterial in

der Regel noch eine adjuvante Methode anschloss.
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In Abbildung 9 wird die Verteilung der zytologischen Diagnosen nach Geschlechtern

getrennt nochmals verdeutlicht.

0,
80,000 79,23%

70,00% . 68,19%

60,00% -

50,00% -

M positiv

40,00% M negativ

W zweifelhaft

0, —
30,00% 23,44 B dringender Verdacht

20,00% A
13,859

10,00% - 51% ,24%
A41% 2,13%

0,00%

Manner Frauen

Abbildung 9 Verteilung der Pleuraerglisse nach zytologischer Diagnose in %

3.2 Geschlechtsspezifische Verteilung der Ergussursachen

laut Follow-Up

277 (42,2%) der Patientinnen entwickelten laut Follow-Up einen malignen und 380
(57,8%) der Patientinnen einen gutartigen Pleuraerguss. Bei den mannlichen Patienten
entwickelten 256 (32,8%) einen malignen und 524 (67,2%) einen gutartigen Erguss.
Das bedeutet, wie die zytologischen Ergebnisse oben schon zeigten, dass obwohl
Manner haufiger einen Pleuraerguss entwickelten als Frauen
(m=780(54,3%)/w=657(45,7%)), die weiblichen Patienten aber prozentual haufiger,
d.h. in 42,2% der Falle an einer Pleurakarzinose erkrankten. Im Gegensatz dazu sind
bei Mannern die Erglsse ,nur“in 32,8% der Falle maligne.

Dem gegenuber sind somit 57,8% der Pleuraerglsse bei Frauen und 67,2% der

Erglsse bei Mannern gutartig.
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Abbildung 10 zeigt die Verteilung der Pleuraergisse gemaf Follow-Up in maligne und
benigne Erglsse getrennt nach Mannern und Frauen.

70,00% -
° I 67,20%

60,00% ~N 57,80%

50,00% -

42,20%
40,00% -
B Manner

32,80%

30,00% - M Frauen

20,00% -

10,00% -

0,00% ' : .
maligner Erguss benigner Erguss

Abbildung 10 Geschlechtsspezifische Verteilung der Pleuraergliisse (maligne u. benigne) in %

So verteilen sich die malignen Erglisse wie folgt: 48% auf Manner und 52% auf
Frauen. Die gutartigen verteilen sich zu 42% auf Frauen und 58% auf Manner.
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3.3 Lokalisation der Pleuraerglisse

Bei 1291 Patienten mit zytologisch positiven oder negativen Diagnosen wurde in den
Arztbriefen bzw. auf den Einsendescheinen eine Aussage Uber die Lokalisation des
Pleuraergusses gemacht, d.h. befand sich der Erguss klinisch links, rechts oder
beidseits. Mit 42%( n=542) kommen am haufigsten beidseitige Ergusse vor, gefolgt
von auf der rechten Seite lokalisierten mit 32,9% (n=425) und linksseitigen Erglssen
mit 25,1% (n=324).

Abbildung 11 zeigt die Haufigkeitsverteilung der Lokalisation der Pleuraerglsse aus

der vorliegenden Patientenkohorte.

Lokalisation der Pleuraergiisse

M beidseits (42%)
Brechts  (32,9%)

W links (25,1%)

Abbildung 11 Haufigkeitsverteilung der Pleuraergisse insgesamt nach Lokalisation (Angaben
der Kilinik)
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In Abbildung 12 auf der folgenden Seite sind die drei verschieden Lokalisationen der
Pleuraergusse getrennt voneinander mit den jeweiligen Ergebnissen der initialen
zytologischen Untersuchung aufgefuhrt.

453 (83,58%) der beidseitigen Pleuraerglisse waren negativ, 54 (9,96%) positiv, 33
(6,09%) zweifelhaft und 2 (0,37%) dringend verdachtig.

Von den Pleuraergussen, die auf der rechten Seite lokalisiert waren 288 (67,76%)
negativ, 105 (24,71%) positiv, 23 (5,41%) zweifelhaft und 9 (1,99%) dringend
verdachtig.

Die Pleuraerglisse der linken Seite waren bei 218 (67,28%) Fallen negativ, bei 76
(23,46%) positiv, bei 22 (6,79%) zweifelhaft und bei 8 (2,47%) dringend verdachtig.
Zusammengefasst heil3t das, dass die negativen Erglsse mit 453 am haufigsten

beidseits lokalisiert waren, die positiven mit 105 am haufigsten rechts.

90,00% -

83,58%
80,00% -

70,00% -+ 67,76% 67,28%

60,00% -

M pos
50,00%

M neg

40,00% -
W

30,00% - 24,71 23,46 mdv

20,00% -
9,969

10,00% - 6 AT%
,37% ,99%
0,00% : : .

beidseits rechts links

’

A7%

Abbildung 12 Haufigkeitsverteilung der Pleuraergiisse nach Lokalisation nach initialer Zytologie

3.4 Verteilung der Pleuraergusse nach Patientenalter

Schaut man sich die Altersverteilung der 1437 Patienten der Kohorte an, zeigt sich,
dass Erglisse der Pleura in jeder Altersgruppe vorkommen kdnnen. Das Alter der
Patienten reichte von 2-97 Jahren, wobei eine Haufung der Erglisse bei Patienten Gber
60 Jahren auftrat.

Am haufigsten war die Gruppe der 70-80 Jahrigen von einem Erguss betroffen.
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In Abbildung 13 sind alle positiven und negativen Pleuraergisse aus dem
Untersuchungszeitraum nach Alter (y-Achse) und Haufigkeit (x-Achse) aufgefuhrt.

Verteilung der positiven und negativen
Pleuraergiisse nach Patientenalter
__:grz—_
:QZI::_=
O f—
ﬁ H pos
H neg
A j—
=
e i
L
== —
30—
26 =
2=
—I18— =
—
0 10 20 30 40 50 60
Patientenanzahl

Abbildung 13 Altersverteilung der positiven und negativen Pleuraerglisse im

Untersuchungszeitraum laut Referenzstandard
Betrachtet man nur die Erglsse mit positivem Referenzstandard, dann sind die

Patienten zwischen 70 und 80 Jahren mit einem Gipfel bei 72 Jahren am haufigsten
von einer Pleurakarzinose betroffen. Haufigkeit (x-Achse).
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3.5 Lokalisation des Primarius bei malignem Pleuraerguss

Dieser Abschnitt behandelt die Lokalisation des in die Pleura metastasierten
Primartumors. Diese Auswertung spiegelt die klinischen Angaben wieder.

Am haufigsten flr einen malignen Pleuraerguss verantwortlich sind mit 40,1%
metastasierende Lungenkarzinome, gefolgt von Mammakarzinomen mit 17,4%,
Karzinomen des Gastrointestinaltraktes mit 8,6% und Leukadmien/ Lymphomen mit
58%. Als eigenstandiger in der Pleura entstandener Tumor hat das

Pleuramesotheliom einen Anteil von 2,8%.

In Abbildung 14 sind die malignen Tumore aufgefiihrt, die prozentual am haufigsten fur

die Entstehung einer Pleurakarzinose verantwortlich waren.

Lungenkarzinom

Mammakarzinom

Karzinome des Gastrointestinaltraktes
8,6% (Magen, Darm, Rektum) )

s 3% N Leukdmie/Lymphome

Ovarialkarzinom

Pankreaskarzinom

CUP-Syndrom

€E€E€EECEECEL

Pleuramesotheliom

sonstige (u.a. Osophagus, Prostata, Niere, Leber)

=

Abbildung 14 Die am haufigsten in die Pleura metastasierenden Tumore
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Betrachtet man die Verteilung der malignen Primartumore bei Frauen und Mannern
getrennt voneinander, ist bei Frauen der am haufigsten in die Pleura metastasierende
Primarius ein Mammakarzinom mit 33,2%.

Es folgen Lungenkarzinome mit 29,4% und Ovarialkarzinome mit 9%.

Bei Mannern liegt dagegen der metastasierende Primarius mit 52% meist in der Lunge,
gefolgt von  Karzinomen des  Gastrointestinaltraktes mit 10,9% und

Leukédmien/Lymphomen mit 5,1%.

In Abbildung 15 und Abbildung 16 sind alle malignen Tumore, die bei der vorliegenden
Patientenkohorte in die Pleura metastasiert haben, nochmals prozentual getrennt nach

Frauen und Mannern in absteigender Reihenfolge aufgefuhrt.

Mammakarzinom

Lungenkarzinom

Ovarialkarzinom

Leukdmie/Lymphome

Karzinome des Gastrointestinaltraktes
(Magen, Darm, Rektum) )

Pankreaskarzinome

CUP-Syndrom

sonstige (u.a. Osophagus, Niere, Leber)

Abbildung 15 Die am haufigsten in die Pleura metastasierenden Tumore bei Frauen
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Lungenkarzinom

Karzinome des Gastrointestinaltraktes
10,9% (Magen, Darm, Rektum)

Leukdmie/Lymphome

Pleuramesotheliom

Pankreaskarzinome

CUP-Syndrom

sonstige (u.a. Osophagus, Prostata, Niere, Leber)
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Abbildung 16 Die am haufigsten in die Pleura metastasierenden Tumore bei Mannern

3.6 Treffsicherheiten der Zytologie

Um die Frage zu beantworten wie spezifisch die positive Aussage einer zytologischen
Diagnose mit und ohne adjuvante Methoden ist, wird eine Auswertung durchgefihrt, in
der die dringend verdachtigen und die zweifelhaften zytologischen Diagnosen als nicht
positiv gewertet werden (Auswertungsvariante 1).

Aulerdem erfolgte eine Auswertung, in der die dringend verdachtigen und die
zweifelhaften zytologischen Diagnosen als positiv gewertet wurden, um eine Aussage
dariber zu erhalten, wie sensitiv die Zytologie alleine und mit adjuvanten Methoden ist
(Auswertungsvariante 2).

Zur Vollstandigkeit wird noch eine Auswertung angefligt, in der die dringend
verdachtigen Falle als positiv und die zweifelhaften als negativ gewertet wurden

(Auswertungsvariante 3).
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3.6.1 Treffsicherheiten der alleinig morphologiebasierten
Zytologie (Basiszytologie)

In Tabelle 11 sind die drei verschiedenen Auswertungsvarianten und deren Ergebnisse
fir die Sensitivitdt und Spezifitdt der alleinigen morphologiebasierten Zytologie
aufgeflhrt.

Wertet man die dringend verdachtigen und zweifelhaften Falle als positiv
(Auswertungsvariante 1), ergibt sich fur die Basiszytologie eine Sensitivitat von 49,16%
und eine Spezifitdt von 100% sowie einen positiven pradiktiven Wert (PPW) von 100%
und einen negativen pradiktiven Wert (NPW) von 76,94%. Die Gesamttreffsicherheit
liegt hier bei 81,11%.

In der Auswertungsvariante 2, wo die dringend verdachtigen und die zweifelhaften
Falle als positiv gewertet wurden liegt die Sensitivitat bei 59,84% und die Spezifitat bei
94,24%. Der PPW liegt bei 85,98% der NPW bei 78,17%. Die Gesamttreffsicherheit
liegt hier bei 81,49%.

Die Auswertungsvariante 3 (dringend verdachtige= positiv und zweifelhafte= negativ)
ergibt eine Sensitivitat von 52,91% und eine Spezifitdt von 99,44%. Der PPW liegt bei
dieser Variante bei 98,76% der NPW bei 78,17% die Gesamttreffsicherheit bei 82,18%.

Tabelle 11 Auswertungsvarianten zur Sensitivitdt und Spezifitdt der alleinigen
morphologiebasierten Zytologie (bei verschiedener Beurteilung zweifelhafter und dringend
verdachtiger Falle

Auswertungsvariante 1 2 3
dV/zw= nicht positiv dV/zw= positiv dV= positiv; zw= negativ
richtig positiv 18,23% (n=262) 22,20% (n=319) 19,62% (n=282)
falsch positiv 0% (n=0) 3,62% (n=52) 0,35% (n=5)
richtig negativ 62,91% (n=904) 59,29% (n=852) 62,56% (n=899)
falsch negativ 18,86% (n=271) 14,89% (n=214) 17,47% (n=251)
PPW 100% 85,98% 98,76%
NPW 76,94% 79,92% 78,17%
Gesamttreffsicherheit 81,11% 81,49% 82,18%
Sensitivitat 49,16% 59,84% 52,91%
Spezifitat 100% 94,24% 99,44%

PPW-= positiver pradiktiver Wert; NPW= negativer prédiktiver Wert
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In Abbildung 17 sind die Ergebnisse der drei Auswertungsvarianten zur Sensitivitat und
Spezifitit der alleinigen morpologiebasierten Zytologie grafisch durch ein

Saulendiagramm dargestellt.

Sensitivitat & Spezifitat der alleinigen
morphologiebasierten Zytologie
100% 99,44%
100,00% - 94,24%
90,00% -
80,00% -
70,00% -+ ——
0, —
60,00% 49,16% !
50,00% P R — R
M Sensitivitat
40,00% -+
30.00% +— H Spezifitat
20,00% -
10,00% +
0,00% T T !
dV/zw= nicht positiv dV/zw= positiv dV= positiv; zw=
negativ

Abbildung 17 Sensitivitat und Spezifitat der alleinigen morphologiebasierten Zytologie anhand
der verschiedenen Auswertungsvarianten (dV= dringender Verdacht; zw= zweifelhaft)

3.6.2 Treffsicherheiten der alleinig morphologiebasierten

Zytologie (Basiszytologie) mit adjuvanten Methoden

Im Folgenden wird an Hand der drei Auswertungsvarianten der potentielle Zugewinn

an diagnostischer Treffsicherheit durch den Einsatz adjuvanter Methoden untersucht.

Bei 92 Patienten der Kohorte wurde zur weiteren Abklarung des Pleuraergusses nach
der Basiszytologie eine adjuvante Methode angewandt. In allen 92 Fallen erfolgte eine
immunzytologische Untersuchung, in drei Féllen erfolgte neben der Immunzytologie
noch eine weitere Diagnostik, 2mal eine AgNOR-Analyse und 2mal eine DNA-
Bildzytometrie (Tabelle 12).
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Tabelle 12 In der vorliegenden Kohorte angewandte adjuvante Methoden

Adjuvante Methode Falle
Immunzytologie 89
Immunzytologie+AgNOR+DNA-Bildzytometrie 1
Immunzytologie+AgNOR 1
Immunzytologie+DNA-Bildzytometrie 1

Es handelt sich nach initialer Zytologie um 63 zweifelhafte, 15 dringend verdachtige
und 14 negative Diagnosen. Bei 11 Patienten brachte auch die adjuvante Methode
keine Klarung, so dass die initiale zytologische Diagnose weiterhin Bestand hatte.

Tabelle 13 zeigt die bei den immunzytologischen Untersuchungen angewendeten
Marker deren Fragestellung in Bezug auf die Tumorart und die Haufigkeit ihrer

Anwendungen.

Tabelle 13 Immunzytologisch eingesetzte Marker

Fragestellung Marker Anzahl der Anwendung
HEA 125 80
Epithel?
BerEP4 84
Calretinin 5
EMA 2
Mesothel? WT1 2
Desmin 1
CD 68 1
CD 20 9
Lymphatisch CD 45Ro 9
bzw. B- vs. T-Zellen? CD 79a 1

Auswertungsvariante 1 (dringender Verdacht/zweifelhaft= nicht positiv) ergibt eine
Sensitivitdt von 53,47% und eine Spezifitat von 100%. Im Vergleich zu den

Ergebnissen der Basiszytologie (Sensitivitat 49,16% und Spezifitdt 100%) steigt die
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Sensitivitdt durch den zusatzlichen Einsatz einer adjuvanten Methode um 4,31
Prozentpunkte. Der positive pradiktive Wert (PPW) liegt bei 100% der negative
pradiktive Wert (NPW) bei 78,47%. Die Gesamttreffsicherheit, d.h. alle richtig
klassifizierten Falle, ist 82,74%.

Die Auswertungsvariante 2 (dV/zw= positiv) ergibt eine Sensitivitdt von 57,97% und
eine Spezifitat von 98,01%. Dies bedeutet im Vergleich zur Basiszytologie (Sensitivitat
59,84% und Spezifitat 94,24%) eine Abnahme der Sensitivitdt um 1,87 Prozentpunkte
und eine Steigerung der Spezifitdt um 3,77 Prozentpunkte. Der PPW liegt hier bei
94,45% der NPW bei 79,82% und die Gesamttreffsicherheit bei 83,16%.

In Auswertungsvariante 3 (dV= positiv; zw= negativ) ergibt sich fiir die Basiszytologie
mit adjuvanter Methode eine Sensitivitat von 55,35% und eine Spezifitat von 99,67%.
Dies bedeutet im Vergleich mit der Zytologie alleine (Sensitivitat 52,91% und Spezifitat
99,44%) eine Steigerung der Sensitivitdt um 2,44 Prozentpunkte bei unveranderter
Spezifitat. Bei dieser Auswertungsvariante erhalten wir einen PPW von 98,99% und
einen NPW von 79,10%. Die Gesamttreffsicherheit liegt hier bei 83,29%.

In Tabelle 14 sind die Ergebnisse der drei Auswertungsvarianten nochmals getrennt

voneinander aufgefihrt.

Tabelle 14 Auswertungsvarianten zur Sensitivitat und Spezifitat der Zytologie mit adjuvanten
Methoden

Auswertungsvariante 1 2 3
dV/zw= nicht positiv dV/zw= positiv dV= positiv; zw= negativ
richtig positiv 19,83% (n=285) 21,5% (n=309) 20,53% (n=295)
falsch positiv 0% (n=0) 1,25% (n=18) 0,21% (n=3)
richtig negativ 62,91% (n=904) 61,66% 62,7% (n=901)
(n=886)
falsch negativ 17,26% (n=248) 15,59% 16,56% (n=238)
(n=224)
PPW 100% 94,45% 98,99%
NPW 78,47% 79,82% 79,10%
Gesamttreffsicherheit 82,74% 83,16% 83,29%
Sensitivitat 53,47% 57,97% 55,35%
Spezifitat 100% 98,01% 99,67%

PPW-= positiver pradiktiver Wert; NPW= negativer prédiktiver Wert
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Abbildung 18 zeigt die Ergebnisse zur Sensitivitat und Spezifitdt der Basiszytologie mit

adjuvanter Methode an Hand eines Saulendiagramms.

Sensitivitat & Spezifitat der Zytologie mit
adjuvanten Methoden

100,00% - 100% 98,01% 99,67%
80,00% 4
60,00% +—53,47% 57,979 " 55,359

M Sensitivitat

40,00% -+ M Spezifitat
20,00% -
0,00% T ; !
dV/zw= nicht positiv dV/zw= positiv dV= positiv; zw=
negativ

Abbildung 18 Sensitivitat und Spezifitdt der Zytologie mit adjuvanten Methoden anhand der
verschiedenen Auswertungsvarianten (dV= dringender Verdacht; zw= zweifelhaft)

3.6.3 Sensitivitat und Spezifitat der adjuvanten Methoden

alleine

Wertete man die adjuvanten Methoden alleine losgeldst von der Basiszytologie aus,
erhalt man 92 Einzelfalle, bei denen nach der Basiszytologie noch eine weiterfiihrende
Diagnostik erfolgte.

Diese erbrachte 60 negative und 21 positive Befunde. Bei 6 initial zytologisch
zweifelhaften sowie 3 initial zytologisch dringend verdachtigen Fallen erbrachte die
adjuvante Methode keine Klarung, so dass diese unklaren Diagnosen bestehen
blieben. Zwei initial zytologisch zweifelhafte Falle wurden zu dringend verdachtigen.
Nach Auswertung mit Hilfe des Vierfeldertafelschemas (Kap. 2.7.1) ergibt sich fir die
adjuvanten Methoden alleine eine Sensitivitat von 65,71% und eine Spezifitdt von
100%. Die Gesamttreffsicherheit betragt 85,18% der positive pradiktive Wert liegt bei
100% der negative pradiktive Wert bei 79,31%.
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In Tabelle 15 sind die Ergebnisse der oben genannten Auswertung nochmals
aufgefuhrt.

Tabelle 15 Gesamttreffsicherheit, positiver und negativer pradiktiver Wert, Sensitivitat und
Spezifitdt der adjuvanten Methoden alleine

Adjuvante Methode Ergebnisse
richtig positiv 28,4% (n=23)
falsch positiv 0% (n=0)
richtig negativ 56,79% (n=46)
falsch negativ 14,81% (n=12)

PPW 100%
NPW 79,31%
Gesamttreffsicherheit 85,18%
Sensitivitat 65,71%
Spezifitat 100%

Abbildung 19 zeigt die Ergebnisse zur Sensitivitdt und Spezifitdt der adjuvanten

Methoden alleine nochmals an Hand eines Saulendiagramms

Sensitivitat & Spezifitat der adjuvanten

Methoden alleine
100,00%

100,00% -\

90,00% -

80,00% -

70,00% -

60,00% -
50,00% - B Sensitivitat

40,00% -
B Spezifitat
30,00% -
20,00% -

10,00% -

0,00%

Sensitivitat Spezifitat

Abbildung 19 Sensitivitdt und Spezifitdt der adjuvanten Methoden alleine
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3.7 Aufklarungsquote zweifelhafter und dringend verdachtiger

Falle durch adjuvante Methoden

Schaut man sich an, in wie vielen der nach Basiszytologie unklaren 92 Falle durch den
Einsatz der adjuvanten Methoden eine Aufklarung der Dignitat erfolgte, erhalt man
einen Wert von 75% (n=69), d.h. in 69 von 92 Fallen wurde die richtige, tumorpositive
oder -negative Diagnose gestellt. In 13% der Falle (n=12) wurde durch die adjuvante
Methode eine falsche Diagnose gestellt. Bei 9,8% (n=9) der Falle blieb auch nach
Einsatz der adjuvanten Methode die Verdachtsdiagnose der Zytologie aufgrund zu
geringer Zahl suspekter Zellen bestehen. Bei 2,2% (n=2) der Falle wurde die
zweifelhafte Verdachtsdiagnose in einen dringenden Verdacht umgewandelt, der
mittels Follow-Up bestatigt bzw. widerlegt wurde.

In  Abbildung 20 werden die durch adjuvante Methoden aufgeklarten, nicht
aufgeklarten, sowie die weiterhin unklaren Fallen prozentual an Hand eines

Saulendiagramms dargestellt.

Aufgekarte Fille durch adjuvante Methoden

80,00% -
AN 75%

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%
W aufgeklart

0,
30,00% B nicht aufgeklart

W weiterhin unklar
20,00% .
13% 12%

10,00%

0,00% T T \

aufgeklart nicht aufgeklart weiterhin unklar

Abbildung 20 Durch adjuvante Methoden aufgeklarte Falle in %
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In Tabelle 16 sind die 12 Falle aufgeflihrt, die nach unserem Referenzstandard durch

den Einsatz einer adjuvanten Methode falsch diagnostiziert wurden; es handelt sich um

12 falsch-negative Falle.

Tabelle 16 Durch eine adjuvante zytologische Methode falsch diagnostizierte Falle

initiale Ergebnis

zytologische angewandte adj. Diagnose Erkrankung
Diagnose adjuvante Methode |Methode laut Follow-Up
zweifelhaft Immunzytochemie negativ Magenkarzinom
zweifelhaft Immunzytochemie negativ Mammakarzinom
zweifelhaft Immunzytochemie negativ T-Zell-Lymphom
zweifelhaft Immunzytochemie negativ Bronchialkarzinom
zweifelhaft Immunzytochemie negativ Mammakarzinom
zweifelhaft Immunzytochemie negativ Ovarialkarzinom
zweifelhaft Immunzytochemie negativ Urothelkarzinom
zweifelhaft Immunzytochemie negativ Pankreaskarzinom
zweifelhaft Immunzytochemie negativ Bronchialkarzinom
zweifelhaft Immunzytochemie negativ Bronchialkarzinom
zweifelhaft Immunzytochemie negativ Prostatakarzinom
zweifelhaft Immunzytochemie negativ Mammakarzinom

adj.= adjuvant

3.8 Treffsicherheit adjuvanter zytologischer Methoden bei der

Tumortypisierung

Nimmt man die Patienten, die die Einschlusskriterien fir die Tumortypisierung (s.
Kap.2.5) erfillen, erhalt man eine Patientenkohorte von 90 Patienten, bei denen nach
positiver zytologischer Diagnose eine anschlieRende Tumortypisierung mit Hilfe einer
adjuvanten Methode stattgefunden hat.

Bei 94,4% der Patienten (n=85) wurde der Tumor richtig typisiert. In 5,6% (n=5) der
Falle erfolgte eine falsche Typisierung (Abbildung 21).

Tumortypisierung
100,00% ~_ 94,4%
80,00% -
60,00%

. B RICHTIG
40,00% M FALSCH
20,00% 5,6%

0,00% ~+= . ~,
RICHTIG FALSCH

Abbildung 21 Treffsicherheit adjuvanter zytologischer Methoden bei der Tumortypisierung %
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Tabelle 17 zeigt die 5 falsch typisierten Falle mit der von der Zytologie gestellten
Diagnose, Differentialdiagnose, den verwendeten Tumormarkern und der tatsachlichen

Tumorart.

Tabelle 17 Nach Follow-Up zytologisch falsch typisierte Tumore

zytologische | Tumorart Tumormarker
Tumortyp- nach
isierung/DD | Follow-Up
ColonCa/DD: Pleura- CKb5/6: starkefokale Expression, Score 3
Pankreas- mesotheliom CK 7: geringe fokale Expression, Score 1.
/MagenCa CK20: fast homogene Expression, Score 4
cdx 2: keine Expression, Score 0.
TTF1: keine Expression, Score 0.
OvarialCa MammaCa CA 125: fast homogene Expression, Score 4.
CEA: geringe fokale Expression, Score 1.
Mammoglobin: keine Expression, Score 0.
Beta-Catenin keine intranukleare Expression, Score 0.
Magen- MammaCa CK5/6: starke fokale Expression, Score 3.
/PankreasCa/ CK7: starke homogene Expression, Score4.
DD: CK20: fast homogene Expression, Score 4.
BronchialCa CA 125: geringe fokale Expression, Score 2.
cdx 2 : keine Expression, Score 0.
TTF1: starke fast homogene intranukleare Expression,
Score 0.
ColonCa/ NierenzellCa CKb5/6: fokale Expression, Score2.
DD: Magen- CK7: starke homogene Expression, Score 5.
/PakreasCa CK20: starke homogene Expression, Score5 Pax-2 :
keine Expression, Score 0.
TTF1: keine Expression, Score 0.
cdx 2 : fast homogene intranukleare Exression, Score 4
BronchialCa ColonCa CKb5/6: keine Expression, Score 0
CK7: starke homogene Expression, Score 5
CK20: keine Expression, Score 0
Ca 125 : fast homogene Expression, Score 4
cdx-2 : keine Expression, Score 0
TTF1: starke fokale intranukledre Expression,Score3

DD= Differentialdiagnose, Ca= Karzinom
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4 Diskussion

In der Literatur sind Uber fiinfzig verschiedene Erkrankungen beschrieben, die zur
Entstehung einer pathologischen Flissigkeitsansammlung in der Pleurahéhle fihren
kénnen (Bedrossian, 1994). Das Spektrum reicht hierbei (ohne Anspruch auf
Vollstandigkeit) von kardialen Uber entzindliche, allergische, rheumatische und
traumatische bis hin zu malignen Ursachen. Da somit ein Pleuraerguss eine Vielzahl
von Ursachen haben kann und laut Literatur in Uber 40% der Falle die Ursache auf
eine maligne Erkrankung zurickzufihren ist (Haam, 1977), (Bedrossian, 1994),
(Hausheer und Yarbro, 1985) kommt der frihzeitigen Beurteilung der Genese und
Dignitat des Ergusses ein hoher Stellenwert zu.

Die Pleurapunktion mit anschlieRender zytologischer Untersuchung der
Ergussflussigkeit stellt dabei eine wenig invasive und kostengunstige, auch ambulant
durchfihrbare Methode dar und gehért daher zu den Routineverfahren bei der
Behandlung und Diagnostik eines Pleuraergusses. So liefert die Zytodiagnostik in 45%
der malignen Pleuraergisse den ersten Hinweis auf einen malignen Primartumor des
Patienten (initiales CUP-Syndrom) (Bedrossian, 1994). Die Zytologie zeigt in Bezug auf
die Treffsicherheit hervorragende Ergebnisse mit nahezu 100% bei der Spezifitat.
Demgegentber steht allerdings eine verbesserungswirdige Sensitivitdt von nur 43-
67% (Spriggs und Boddington, 1989).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Treffsicherheit der zytologischen
Diagnostik von Pleuraergusseinsendungen aus den Jahren 2010 und 2011 in die
Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitadt Dulsseldorf zu bestimmen. Hierzu
wurden die Krankheitsverldufe der Patienten durch Einsichtnahme in die Krankenakten
verfolgt. Es wurde ein besonderes Augenmerk auf die alleinige zytologische
Untersuchung im Vergleich mit zytologischer Untersuchung plus adjuvanten Methoden
gelegt, um Aussagen Uber den Zugewinn durch die Anwendung adjuvanter Methoden
machen zu kénnen. Als adjuvante Methoden wurden die Immunzytochemie, AQNOR-
Analyse und DNA-Bildzytometrie eingesetzt.

Ebenfalls interessant sind die Ergebnisse im Vergleich zu alteren Studien, auf die im
Folgenden noch naher eingegangen wird, in Hinblick auf die Weiterentwicklung der
Zytologie in den letzten Jahren. Die altesten Studien zum Thema reichen bis in die
60er Jahre zuriick. So haben sich damals schon Lopes Cardoso et al. (1966) und
Spriggs und Boddington (1968) mit diesem Thema beschaftigt. Eine aktuellere Studie

zu diesem Thema (ebenfalls aus dem Institut fur Cytopathologie der Heinrich-Heine-
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Universitat Dusseldorf) wurde von Motherby et al.1998 durchgefiihrt. Es gibt drei
gréRere Studien (Lopes-Cardoso, 1966), (Spriggs und Boddington, 1968), (Mouriquand
et al., 1977) mit Fallzahlen von Uber tausend Patienten, die aber mittlerweile schon
zwischen 37 und 48 Jahren alt sind. Eine neuere grof3e Studie, die sich allerdings mit
Erglssen aller serdsen Koérperhohlen beschaftigt, stammt aus dem Jahr 2008 von
Metzgeroth. Da die Anzahl an neueren Studien in Bezug auf Sensitivitat und Spezifitat
der Zytologie in der Pleuraergussdiagnostik sehr gering ist und gréRere Studien schon
Uber dreiRig Jahre zuruckliegen, stellt sich die Frage, ob Weiterentwicklungen bzw.
Veranderungen der entsprechenden zytologischen Untersuchungsmethoden zu einer
Verbesserung der Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik geflihrt haben. Dies
sollte anhand einer recht grof3en retrospektiven Kohorte, bestehend aus Pleuraerguss-

Ersteinsendungen von letztlich 1437 eingeschlossenen Patienten, geklart werden.

4.1 Kohorte

Die tatsachliche Ergussursache wurde nach einem vorab definierten Referenzstandard
mittels Einsicht in die Patientenakten (klinisches Follow-Up) ermittelt. Fir 151
Patienten entsprach die Qualitdt des Follow-Up nicht dem Referenzstandard. Diese
Patienten wurden vorab aus der Studie ausgeschlossen. Es verblieben fir die
Auswertung 1437 Patienten.

37,1% der 1437 Pleuraerglsse hatten entsprechend der Follow-Up-Daten eine
maligne, 62,9% eine benigne Genese. Im Vergleich mit Werten aus der Literatur
(Haam, 1977, Bedrossian, 1994, Hausheer und Yarbro, 1985), die die Haufigkeit der
malignen Pleuraerglisse zwischen 43-45% angeben, liegen die jetzt ermittelten Werte
unterhalb der Literaturangaben. Den geringeren Anteil an Pleurakarzinosen in der
vorliegenden Patientenkohorte kdnnte man in Anbetracht des Alters der vorliegenden
Vergleichsstudien mit einer Verbesserung der onkologischen Therapie in den letzten
Jahren begrinden, die zu einer Verringerung der Metastasierung in die Pleura gefuhrt
haben kénnte. So gibt auch das Robert-Koch-Institut 2010 einen Rickgang von 20%
fur die Sterberate durch Krebserkrankungen an.

Die Verteilung der Pleuraergisse nach Geschlecht war recht gleichmalRlig. So
entwickeln Manner mit 54,3% etwas haufiger einen Pleuraerguss als Frauen mit
45,7%. Auffallig ist allerdings, dass bei Frauen, obwohl sie seltener einen Pleuraerguss
entwickelten, haufiger als bei den Mannern ein maligner Erguss vorlag. So ist bei
42,2% der weiblichen Patienten der Pleuraerguss maligne. Im Gegensatz dazu liegt bei

Mannern nur in 32,8% der Falle ein bosartiger Erguss vor.
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Die hdéhere Pravalenz an malignen Pleuraergissen bei Frauen gegenlber denen bei
Mannern (42,2% zu 32,8%) in der vorliegenden Kohorte lasst sich moéglicherweise
dadurch erklaren, dass die beiden fir eine Pleurakarzinose bei Frauen
hauptverantwortlichen Tumoren (Lungenkarzinom 29,4% und Mammakarzinom 33,2%)
beide nahe der Pleura lokalisiert sind. Mammakarzinome kommen fast ausschlief3lich
bei Frauen vor. Die Anzahl der mannlichen Brustkrebspatienten liegt bei <1% der
(Contractor et al., 2008).

Bei 1292 Einsendungen der Kohorte war die Lokalisation des Pleuraergusses
angegeben. Die Auswertung ergab, dass sich 42% auf beiden Seiten befanden, 32,9%
auf der rechten und 25,1% auf der linken Seite. Betrachtet man nun die positiven und
die negativen Erglsse getrennt voneinander, so befinden sich positive Ergusse etwas
haufiger rechts (39,4%) als links (32,3%) bzw. beidseits (28,3%). Die Seitendifferenzen
bleiben auch in der Literatur unklar. Die nach Referenzstandard negativen Erglsse
liegen zu 49,9% beidseits, zu 29,2% rechts und zu 20,9% links. Fir die rechtsseitig
entsprechend klinischer Erfahrung haufiger auftretenden kardialen Stauungserglsse
werden verschiedene in einer Veroffentlichung von Natanzon und Mitarbeitern
(Natanzon et al, 2009) einander gegenilbergestellte Ursachen genannt (z.B. Vena-

azygos-Theorie), welche aber allesamt nicht allgemein akzeptiert sind.

4.2 Lokalisation der haufigsten eine Pleurakarzinose

verursachenden Primartumore

Verschiedene Arbeitsgruppen um Salyer 1975, Chernow 1977, Johnston 1985, Sears
1987, Hsu 1987 und Gupta 2012 beschaftigten sich mit dem Thema, welche Tumore
meist fir einen malignen Pleuraerguss verantwortlich waren. Schaut man sich die
Ergebnisse aller Gruppen in Zusammenschau an, lag der Primartumor am haufigsten
in der Lunge. Eine Ausnahme bildete nur die Kohorte von Sears, wo das
Mammakarzinom geringflgig haufiger als Primarius auftrat als das Lungenkarzinom.
Nimmt man die Ergebnisse aller funf Studiengruppen zusammen, erhalt man folgende,
in Tabelle 18 aufgefiihrte Statistik.
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Tabelle 18 Zusammenfassung der Ergebnisse von Salyer 1975, Chernow 1977, Johnston 1985,
Sears 1987, Hsu 1987 und Gupta 2012 zur Lokalisation der am haufigsten fur maligne
Pleuraergisse verantwortlichen Primartumore

Primartumor Falle Total
(%)
Lunge 874(35,8%)
Brust 427(17,5%)
Lymphome 290(11,9%)
CUP 269(11,0%)
Urogenital 229(9,4%)
Gastrointestinal 149(6,1%)
Andere 202(8,3%)

Bei Frauen ist das Mammakarzinom (37,4%) und bei Mannern das Lungenkarzinom

(49,1%) die haufigste Ursache fir einen malignen Pleuraerguss (Johnston, 1985).

Die Tumorarten, die in der vorliegenden Arbeit mit Abstand am meisten in die Pleura
metastasiert haben, sind mit 40,1% das Lungenkarzinom vor dem Mammakarzinom mit
17,4%, malignen Tumoren des Gastrointestinaltraktes mit 8,6%, Leukamien und
Lymphomen mit 5,8% und Ovarialkarzinomen mit 4,6%.

Bei Frauen metastasierte mit 33,2% das Mammakarzinom, bei Mannern mit 52% das
Lungenkarzinom am haufigsten in die Pleura.

Bei Frauen ist das Lungenkarzinom mit 29,4% die zweithaufigste Ursache fir eine
Pleurakarzinose. Lungenkarzinome werden zu 78% in einem lokal bereits
fortgeschrittenen oder metastasierten Stadium diagnostiziert und haben bereits initial
oft die Pleura befallen (SEER cancer statistics review, 2011). Die erhohte
Wahrscheinlichkeit bei Mannern gegenuber Frauen, an einer durch ein
Lungenkarzinom verursachten Pleurakarzinose zu erkranken, ist in erster Linie auf die
unterschiedliche Exposition gegeniiber Risikosubstanzen fir das Lungenkarzinom
zurlckzufihren. So rauchen nach dem Mikrozensus 2009 des Statistischen
Bundesamtes 33,2% der deutschen Manner und 22,3% der deutschen Frauen lber 15
Jahren (Statistisches Bundesamt, 2010). Wenn man sich die letzten 20 Jahre
anschaut, hat sich infolge des zunehmenden Anteils der Raucherinnen die Zahl der
Lungenkrebserkrankungen bei Frauen mehr als verdoppelt (Buhring, 2008). Der trotz
der Zunahme an Raucherinnen doch recht hohe Unterschied von 52% der durch

Lungenkarzinome verursachten Pleurakarzinosen bei Mannern gegeniber 29,4% bei
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Frauen, kann damit begriindet werden, dass der Anteil an mannlichen Rauchern immer
noch fast zehn Prozent Uber dem der weiblichen liegt und Manner haufiger beruflich

inhalativen kanzerogenen Noxen ausgesetzt (Asbest, Arsen, Nickel, Chrom) sind.

Die aktuellen Ergebnisse dieser Arbeit zur Lokalisation der eine Pleurakarzinose
verursachenden Primartumore spiegeln weitestgehend die Ergebnisse der anderen
Studiengruppen wieder. Allerdings findet man einen von knapp 6% geringeren Anteil
an von durch Leukdmien und Lymphomen verursachten malignen Pleuraerglssen in
der vorliegenden Arbeit. Dies, sowie die geringeren prozentualen Unterschiede der
anderen oben genannten Tumoren im Vergleich zur Literatur mag zum einen in der
verbesserten onkologischen Therapie gegenlber den Jahren 1975-1987 liegen, aus
denen finf der sechs oben genannten Studien stammen. Aulerdem kann durch die
Unterschiede in den Behandlungsschwerpunkten der einsendenden Kliniken (z.B.
Pneumologie vs. Hamatologie/Onkologie), zum anderen aber auch in den
Patientenkohorten die geringe prozentuale Abweichung begrindet sein. Trotz der
grolien Kohorte sind einzelne Tumorentitdten noch in einem Haufigkeitsbereich, der

statistische Abweichungen verschiedener Studien von wenigen Prozent zulasst.

4.3 Treffsicherheit der Basiszytologie

In den letzten Jahrzehnten haben sich zahlreiche Studien mit der Treffsicherheit der
Pleuraergusszytologie auseinandergesetzt. Die Tabelle 4 und Tabelle 5 in Kapitel 1.3.2
geben einen Uberblick tiber Studien der letzten 48 Jahre.

Samtliche Studien zeigen eine sehr gute Spezifitdt der Zytologie, die zwischen 91%
und 100% liegt. Demgegeniber steht aber eine unbefriedigende Sensitivitat mit recht
groflen Schwankungen zwischen den einzelnen Studien von 43%-71%. Diese lassen
sich nur zum Teil erklaren, zum einen durch die Qualitat des Follow-Up, zum anderen
mit der Einordnung der zytologisch unklaren (zweifelhaften und dringend verdachtigen)
Falle zu Test-positiven oder -negativen. Leider kann man bei den meisten dieser
Studien keine Aussage Uber den als Grundlage fur das Follow-Up gewahlten
Referenzstandard machen. Oft ist auch die Art und Weise des Follow-Up ungenau

angegeben.
Um dennoch einen Vergleichswert fur unsere Auswertung zu haben, wurde der

Mittelwert aus allen vorliegenden Studien bestimmt. Danach erhdlt man in

Zusammenschau aller in Tabelle 4 wund Tabelle 5 genannten reinen
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Pleuraergussstudien im statistischen Mittel fur die alleinig morphologiebasierte

Zytologie eine Sensitivitdt von 57,1% und eine Spezifitat von 97,1%.

Um von der oben genannten Einordnung der zweifelhaften und dringend verdachtigen
zytologischen Diagnosen so weit wie moglich unabhangig zu bleiben, haben wir
verschiedene Moglichkeiten der Wertung dieser Diagnosen in die Auswertung mit
einbezogen, d.h.:

1. dringend verdachtige und zweifelhafte Zytologien als Test-negativ,

2. dringend verdachtige und zweifelhafte Zytologien als Test-positiv und

3. dringend verdachtige Zytologien als Test-positiv und zweifelhafte Zytologien als

Test-negativ.

Nach erfolgter Auswertung aller 1437 Patienten unserer Kohorte erhalt man fur die
Basiszytologie in Auswertungsvariante:

1. (dringend verdachtige und zweifelhafte Zytologien gleich Test-negativ) eine
Sensitivitdt von 49,1% und eine Spezifitdt von 100% sowie einen positiven
pradiktiven Wert (PPW) von 100% und einen negativen pradiktiven Wert (NPW)
von 76,9%. Die Gesamttreffsicherheit liegt hier bei 81,1%.

2. (dringend verdachtige und zweifelhafte Zytologien gleich Test-positiv) eine
Sensitivitat von 59,8% und eine Spezifitat von 94,2%. Der PPW betragt 86,0%,
der NPW 79,9%, die Gesamttreffsicherheit liegt bei 81,5%.

3. (dringend verdachtige Zytologien gleich Test-positiv und zweifelhafte Zytologien
gleich Test-negativ) eine Sensitivitat von 55,1% und eine Spezifitat von 99,5%.
Man erhalt hier einen PPW von 98,8%, einen NPW von 78,2% und eine

Gesamttreffsicherheit von 82,2%.

4.3.1 Fazit der verschiedenen Auswertungen uber die

Treffsicherheit der Basiszytologie

Vergleicht man die Ergebnisse der drei Auswertungsvarianten mit dem statistischen
Mittelwert der in Tabelle 4 und Tabelle 5 vorliegenden Studien; so ergibt sich bei
Auswertungsvariante 1 (dV/zw= nicht positiv), dass unsere Ergebnisse fir die
Spezifitat um 2,9 Prozentpunkte Uber und fir die Sensitivitat 8 Prozentpunkte unter
dem Mittelwert der anderen Studien liegen. Die hervorragende Spezifitat von 100% bei
dieser Auswertungsvariante liegt darin begrundet, dass durch die Wertung aller
zweifelhaften und dringend verdachtigen Falle als negativ die Anzahl der falsch

positiven Diagnosen auf 0 sank. Dementsprechend sinkt bei dieser Art der Auswertung
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die Sensitivitdt, da nicht nur die richtig positiven Diagnosen zunehmen sondern
wichtiger fur die Sensitivitat auch eine Zunahme der falsch negativen Diagnosen zu
verbuchen ist.

In Auswertungsvariante 2 (dV/zw= positiv) liegen unsere Ergebnisse fur die Spezifitat
um 2,9 Prozentpunkte unter, fir die Sensitivitat um 2,7 Prozentpunkte Uber dem
Mittelwert aus den anderen vorliegenden Studien. Durch die Wertung der dringend
verdachtigen und zweifelhaften als positive Falle fallen sie bei den negativen
Diagnosen heraus. Dies bedeutet also einen Zugewinn an positiven Diagnosen. Durch
den Anstieg der falsch positiven sinkt gegeniber der Auswertungsvariante 1 die
Spezifitat auf 94,2%. Andererseits erhalten wir durch die Abnahme an falsch negativen
Diagnosen mit 59,8% unser héchstes Ergebnis fur die Sensitivitat.

Bei unserer dritten Auswertungsvariante (dV= positiv; zw= negativ) liegen unsere
Ergebnisse fur die Spezifitdt um 2,4 Prozentpunkte Uber, die fir die Sensitivitat um 2
Prozentpunkte unter dem statistischen Mittelwert.

Die in unserer Studie im Vergleich niedrigere Sensitivitdt kann durch einen
restriktiveren Referenzstandard begriindet sein oder durch den bloRen Vergleich mit
dem statistischen Mittelwert der vorliegenden Studien, wobei wir aber gut im
Streuungsbereich liegen.

An den verschiedenen Ergebnissen zur Sensitivitat und Spezifitat der Basiszytologie in
Hinblick auf die Treffsicherheit in der Pleuraergussdiagnostik sieht man, dass die
Werte recht stark davon abhangig sind, wie letztendlich mit den nach Basiszytologie
unklaren Diagnosen (dringend verdachtigen, zweifelhaften) verfahren wird. So variieren
die Ergebnisse je nach Definition fiir die Sensitivitat zwischen 49,1% und 59,8% und
die der Spezifitat zwischen 94,2% und 100%. Das macht es schwierig, einen konkreten
Zahlenwert fur die Treffsicherheit der Basiszytologie zu nennen. Allerdings gibt es ein
starkes Argument, bei Vorliegen von suspekten Zellen in der Basiszytologie bereits
eher an eine maligne Ergussursache zu denken und weitere in der diagnostischen
Routinezytologie etablierte adjuvante Methoden zur Abklarung anzuwenden, wie es
auch in der taglichen Praxis in der zytopathologischen Abteilung der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf geschieht. In diesem Fall hat die Basiszytologie den Stellenwert
eines Suchtests. Bei unklaren Diagnosen werden zur Bestatigung adjuvante Methoden
herangezogen. Es ware daher am ehesten folgerichtig, die unklaren zytologischen
Diagnosen entsprechend einem Suchtest mit ggfls. weiterem Handlungsbedarf als

Test-positiv zu werten.

In Zusammenschau der Ergebnisse der verschiedenen Auswertungsvarianten kann

man abschlieRend sagen, dass sich eine klare Tendenz herausgestellt hat, namlich,
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dass die Sensitivitat der Basiszytologie nach wie vor bei um die 50% (49%-59%) liegt.
Auf der anderen Seite steht demgegeniber eine Spezifitdt von 94%-100%.
Grundsatzlich zeigt damit auch diese Arbeit, dass die Spezifitdt der Basiszytologie
hervorragend ist, die Sensitivitdt allerdings weiterhin mit etwas mehr als 50%
verbesserungswurdig bleibt und sich offenbar an den Md&glichkeiten der

konventionellen Zytologie nicht viel verandert hat.

Schaut man sich die Ergebnisse der drei Auswertungsvarianten in Bezug auf die
Gesamttreffsicherheit an, erhalt man fur alle drei trotz unterschiedlicher Wertung der
unklaren Erglisse (Variante 1: 81,1%, Variante 2: 81,5% und Variante 3: 82,2%)
nahezu identische Ergebnisse. So kann man die Aussage treffen, dass die rein
morphologiebasierte Zytologie in etwa 81% aller Pleuraergusse richtig klassifiziert hat.

Auch der negative pradiktive Wert fur die Basiszytologie ist bei allen drei
Auswertungsvarianten ahnlich (Variante 1: 76,9%, Variante 2: 79,9%, Variante 3:
78,2%). Es wurden somit etwa 78% aller gesunden Falle richtig diagnostiziert. Beim
positiven pradiktiven Wert schwanken die Ergebnisse etwas so liegt der Wert zwischen
86,0% (Variante 2) und 100% (Variante 1). Der niedrige Wert in Auswertungsvariante 2
lasst sich durch die Wertung der dringend verdachtigen und zweifelhaften Falle als
Test-positv erklaren, da hierbei ein Anstieg der falsch positiven Falle auf 52 gegenuber
5 und 0 (Variante 1. und 3.) zu verbuchen ist. Wenn man wie weiter oben schon
diskutiert in der Basiszytologie den Stellenwert eines Suchtests sieht, werden die
meisten dieser 52 unklaren Falle noch einer weiterfihrenden Diagnostik unterzogen.
Somit stellt der Grofiteil der falsch positiven Ergebnisse in dieser Auswertungsvariante
nicht die endglltige Diagnose dar. Sieht man von Variante 2 ab, so bietet die rein
morphologiebasierte Zytologie in Hinblick auf die zurecht als krank diagnostizierten
Falle mit 98,8% bzw. 100% ein hervorragendes Ergebnis. Dadurch wird deutlich, dass

wenn eine positive Diagnose gestellt wird, diese in nahezu 100% zutreffend ist.

4.4 Zugewinn an Treffsicherheit der Zytologie durch adjuvante
Methoden

Welchen Zugewinn bietet nun der zusatzliche Einsatz einer adjuvanten Methode in
Hinblick auf die Treffsicherheit der Zytologie? Auch hierzu gibt es bereits einige
Studien, die dies untersucht haben. Motherby et al. untersuchten 1999 die
Treffsicherheit der zytologischen Diagnostik der Erglisse serdser Korperhdhlen (213
pleurale, 85 peritoneale, 7 perikardiale Ergisse, 8 Lavagen). Bei 219 zytologisch

unklaren Fallen wurde die Sensitivitat und Spezifitat ermittelt. Diese Falle wurden
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immunzytologisch sowie durch DNA-Bildzytometrie untersucht. Des Weiteren wurde
ermittelt, in wie weit eine Kombination beider Methoden das Ergebnis beeinflusst. 110
Falle wurden mittels einer AQNOR-Analyse bearbeitet. Die Ergebnisse der einzelnen
Untersuchungen in Hinblick auf die Sensitivitdt und Spezifitdt der Zytologie sind in
Tabelle 6 dargestellt. Fasst man die Ergebnisse zusammen, wurde die urspringliche
Sensitivitdt ohne adjuvante Methoden von 53,4% auf 61,0% durch adjuvanten
Methoden verbessert, die Spezifitat von 93,3% auf 99,0%.

Drei weitere Studien aus den Jahren 2008-2013 von Grefete, Metzgeroth und Yahya
untersuchten, inwieweit sich die Treffsicherheit der morphologiebasierten Zytologie
durch den Einsatz der Immunzytochemie verbesserte. Grefete kam zu dem Ergebnis,
dass durch die Immunzytochemie die Sensitivitat von 78% auf 96% und die Spezifitat
von 73% auf 91% steigt. In der Studie von Metzgeroth 2008 wurde die urspringliche
Sensitivitdt der Zytologie durch die Immunzytochemie von 51% auf 93% und die
urspringliche Spezifitat von 92% auf 100% gesteigert. Die aktuellste Studie zu diesem
Thema liegt von Yahya aus dem Jahr 2013 vor. Auch hier wurde durch den Einsatz der
Immunzytochemie eine Verbesserung der Sensitivitdt von 77% auf 97% erzielt, die
Spezifitat blieb bei 100%.

In der vorliegenden Arbeit, die sich allerdings ausschliellich mit Pleuraergissen
beschaftigt, wurden an 92 Patientenproben (63 zweifelhafte, 15 dringend verdachtige,
14 negative), neben der Basiszytologie zusatzlich adjuvante Methoden angewandt.
Voraussetzung dafiir war, dass dem Zytologen hierfir noch ausreichend Probematerial
zur Verfigung stand. Bei allen dieser 92 Falle wurde eine immunzytologische
Untersuchung durchgefiihrt. Nur in drei Fallen folgten neben der Immunzytologie
weitere Untersuchungen, und zwar einmal eine AQNOR-Analyse und einmal eine DNA-
Bildzytometrie. Beim dritten Fall wurden neben der Immunzytologie sowohl eine
AgNOR-Analyse als auch eine DNA-Bildzytometrie eingeleitet. In allen dieser drei Falle
wurde die richtige Diagnose gestellt. Vor dem Hintergrund, dass die Anzahl der
AgNOR-Analysen und DNA-Bildzytometrie nur verschwindend gering ist, beziehen sich
die folgenden Aussagen auf die Immunzytochemie.

Entsprechend der in Kapitel 4.3.1 aufgefliihrten Argumentation ordnen wir zytologisch
unklare Befunde als Test-positiv ein, wonach sich wenn méglich, adjuvante Methoden
anschlossen. Die Sensitivitdt nach Anwendung adjuvanter Methoden sinkt von 59,84%
auf 57,97%, die Spezifitat steigt von 94,25% auf 98,01%. Die Gesamttreffsicherheit
steigt durch die adjuvante Methode um 1,67 Prozentpunkte von 81,49% auf 83,16%.
Der positive pradiktive Wert von 85,98% (Auswertungsvariante 2) steigt, wie in Kapitel

4.3.1 diskutiert, durch weitere Abklarung der nach Basiszytologie unklaren Diagnosen

65



auf 94,45%. Der negative pradiktive Wert bleibt mit 79,82% nahezu unverandert im
Vergleich zur rein morphologiebasierten Zytologie.

Was bei der Auswertung deutlich herausgestellt werden konnte ist, dass durch den
Einsatz der adjuvanten Methoden im Anschluss an die Basiszytologie bei 75% der
Patienten die vorher eine zytologisch unklare Diagnose hatten, die richtige Diagnose
gestellt werden und in deren Folge eine die Diagnose betreffende klinische
Behandlung des Patienten in Angriff genommen werden konnte. Somit wurde der
Grund des Einsatzes der adjuvanten Methode, namlich bei unklaren Erglisse zu klaren,
ob ein maligner Tumor vorliegt oder eine andere Erkrankung fir den Erguss

verantwortlich scheint, beim Grofdteil der Patienten erreicht.

Das Absinken der Sensitivitat liegt an der Wahl unseres Referenzstandards bzw. der
Wertung der nach Basiszytologie dringend verdachtigen und zweifelhaften Falle als
positiv. FlUr die Basiszytologie hatte sich eine Sensitivitat von 59,84% ergeben. Durch
die adjuvanten Methoden kam jedoch heraus, dass nicht alle dieser zweifelhaften oder
dringend verdachtigen Falle berEP4- oder HEA125-positiv waren und deswegen
abschlielend negativ beurteilt wurden. Innerhalb der Gruppe der Falle, die im
klinischen Verlauf keinen Tumor aufwiesen, bedeutet dieses eine Steigerung der
Spezifitat, innerhalb der Gruppe jener Falle aber, die klinisch doch einen Tumor
zeigten, ein Sinken der Sensitivitat. In unserem Patientenkollektiv sank die Sensitivitat
auf 57,97% wohingegen die Spezifitat von 94,24% auf 98,01% anstieg.

Setzt man die Grenzen flir Positivitdt anders, so ergaben sich die in Tabelle 19

dargestellten Sensitivitat- und Spezifitdtswerte.

Tabelle 19 Gegenuberstellung von konventioneller Zytologie und der Kombination aus
konventioneller Zytologie und adjuvanten Methoden fir die drei unterschiedlichen
Auswertemodi

% Zyto. Zyto.+adj. | Zyto. Zyto.+adj. | Zyto. Zyto.+ad;.
Meth. Meth. Meth.
dV/zw= neg dV/zw= pos dV=pos ; zw=neg
Sens. 49,16 53,47 59,84 57,97 52,91 55,35
Spez. 100 100 94,24 98,01 99,44 99,67

Zyto.=Zytologie, adj. Meth.= adjuvante Methode, Sens.= Sensitivitét, Spez.=Spezifitét,
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4.5 Treffsicherheit der adjuvanten Methoden alleine

Schaut man sich die Ergebnisse zur Sensitivitdt und Spezifitdt der adjuvanten
Methoden alleine an, haben wir eine hervorragende Spezifitdit von 100% und eine
verbesserungswurdige Sensitivitdt von 65,71%. Die Gesamttreffsicherheit ist mit
85,18% etwas hoher wie die der Basiszytologie (81%-82%). Bei den 12 von der
Zytologie falsch diagnostizierten Fallen handelt es sich nach erfolgter Basiszytologie
um zweifelhafte Befunde. Diese 12 Falle wurden einer immunzytologischen
Untersuchung unterzogen, die fir berEP4 und / oder HEA125 negativ verlief, wahrend
das spatere Follow-Up jeweils einen Tumor zeigte. Bei diesen Fallen war keine
RegelmaRigkeit in Bezug auf den Primartumor zu erkennen. Am haufigsten lag mit 4
Fallen ein Mammakarzinom vor, gefolgt von einem Bronchialkarzinom mit 3 Fallen. Da
berEP4 und HEA125 im Grunde technisch stabile Marker sind, also regelmafige
Farbungen bei Prasenz des Antigens zeigen, gehen wir davon aus, dass auf den
immunzytochemisch  untersuchten  Alkohol-fixierten Praparaten die in der
konventionellen Zytologie auf den luftgetrockneten Praparaten gesehenen auffalligen
Zellen nicht vorhanden waren. Das grundsatzlich Manko der Immunzytochemie, dass
sie an den bei Erglssen wesentlich zellarmeren Alkohol-fixierten Praparaten
durchgefuhrt werden muss, die nicht primar zur Zytodiagnostik herangezogen werden,
lasst sich bislang methodisch nicht beheben; Immunzytochemie an luftgetrockneten
gefarbten Praparaten gelingt jedenfalls bislang in der Zytopathologie ganz allgemein
nicht verlasslich.

Schaut man sich die Ergebnisse anderer Studien (Motherby 1999, Ko 2001, Gaspar
2008, Trapé 2012, Hsieh 2013) aus den Jahren 1999-2013 an, liegt die Sensitivitat der
Immunzytochemie zwischen 66,7%-77,8% und die Spezifitat zwischen 97%-100%.
Vergleicht man die Literaturwerte mit den Ergebnissen in dieser Arbeit, fallt auf; dass
ahnliche Werte fir die Spezifitat ermittelt wurden (100% zu 97%-100%). Dagegen
haben wir einen leichten Unterschied bei den Ergebnissen zur Sensitivitat (65,71% zu
66,7%-77,8%). Die in der vorliegenden Arbeit vergleichsweise niedrige Sensitivitat
hangt mit der Wahl unseres Referenzstandards zusammen (Kap.4.7: Definition des
Referenzstandards). Da grundsatzlich jeder Pleuraerguss eines Patienten mit im
Follow-Up gesichertem malignem Tumor ohne zusatzliche flr den Pleuraerguss
ursachliche Grunderkrankung als maligne gewertet wurde, sinkt statistisch die

Sensitivitat.
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4.6 Einsatz adjuvanter Methoden zur Tumortypisierung

Neben der Abklarung von unklaren zytologischen Ergebnissen nach initialer Diagnose
kommen die adjuvanten Methoden auch bei der Tumortypisierung zum Einsatz. In der
vorliegenden Patientenkohorte wurde bei neunzig zytologisch positiven Patienten eine
Tumortypisierung mittels adjuvanten Methoden durchgefiihrt.

Im Vergleich mit dem Follow-Up lag die Zytologie bei der Tumortypisierung in 94,4%
der Falle richtig. In 5,6% der Falle erfolgte eine falsche Typisierung.

Die folgende Tabelle 20 flihrt nochmals die entsprechenden Falle auf.

Tabelle 20 Durch adjuvante Methoden falsch typisierte Falle

Fall zytologische zytologische Tumorart nach
Tumortypisierung Differentialdiagnose Follow-Up

1 Colonkarzinom Pankreas-/Magenkarzinom Pleuramesotheliom

2 Ovarialkarzinom Mammakarzinom

3 Magen-/Pankreaskarzinom Bronchialkarzinom Mammakarzinom

4 Colonkarzinom Magen-/Pakreaskarzinom Nierenzellkarzinom

5 Bronchialkarzinom Colonkarzinom

Schaut man sich die funf falsch typisieten Tumoren an, findet man keine
RegelmaRigkeiten. Es handelt sich um zwei Mammakarzinome, ein
Pleuramesotheliom, ein Nierenzellkarzinom und ein Colonkarzinom, die falsch typisiert
worden sind. Es handelt sich um zwei mannliche und drei weibliche Patienten
zwischen 37 und 84 Jahre alt. Vier der funf falsch typisierten Tumore wurden
histologisch gesichert bei dem flnften Fall wurde die Tumorart mit Hilfe von

bildgebenden Verfahren ermittelt.

Im Folgenden werden die in Tabelle 20 aufgefuhrten Falle im Einzelnen diskutiert.

Fall 1: Nach zytologischer Tumortypisierung handelt es sich am ehesten um ein
metastasierendes Colonkarzinom (CK 5/6: Score 3; CK 7: Score 1; CK 20: Score 4),
differentialdiagnostisch kommt ein Pankreas- oder Magenkarzinom in Frage. Der
Colonkarzinommarker (cdx 2) und der Lungenkarzinommarker (TTF-1) zeigten keine
Expression (Score 0). Klinisch wurde ein Pleuramesotheliom als Tumor angegeben
und durch eine Pleurodese, Chemotherapie und Radiatio behandelt. Uber ein

Colonkarzinom werden keine Aussagen gemacht. Der Patient verstarb finf Monate
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nach der Erstdiagnose. Zytologisch wurde nicht auf mesotheliale Eigenschaften

getestet, sodass man hier nicht die richtige Diagnose stellen konnte.

Fall 2: Zytologisch handelt es sich am ehesten um ein Ovarialkarzinom, klinisch wird
ein Mammakarzinom genannt. Die Zytologie kam durch einen Score von 4 beim
Ovarialkarzinommarker CA 125 zur Diagnose, wohingegen der Marker fur
Mammakarzinome Mammoglobin einen Score von 0 hatte. Die Klinik gibt eine pleurale
und peritoneale Metastasierung an. Es wurden eine Chemotherapie sowie eine Ablatio
durchgefuhrt. Eine durchgefiihrte Adenektomie ergab die Diagnose eines peritoneal
metastasierten Mammakarzinoms und ein tumorfreies Ovar. Der Primartumor zeigte
zytologisch keine vorhandene Expression bei Mammoglobin und wurde so letztendlich
nicht richtig typisiert. Die zytologische Tumortypisierung ist durch die Adenektomie

widerlegt. In diesem Fall wurde CA125 von der Zytologie Uberinterpretiert.

Fall 3: Bei dieser Patientin wurde Kklinisch ein Mammakarzinom mit pleuraler
Metastasierung angegeben und eine Ablatio durchgefiihrt, bei der das Tumorergebnis
histologisch gesichert wurde. Eine geplante Chemotherapie wurde seitens der
Patientin  abgelehnt. Die  immunzytochemischen Ergebnisse und die
Markerkonstellation (CK 5/6 Score 3, CK 7 Score 4, CK 20 Score 4, CA125 Score 2;
TTF-1 Score 0) sprechen am ehesten, aufgrund der Koexpression der Zytokeratine, flr
das Vorliegen eines Magen- oder Pankreaskarzinoms. Differentialdiagnostisch kommt
ein Lungenkarzinom in Frage. Zur weiteren Abklarung wurden histologische
Schnittpraparate angefertigt, auf denen sich ein adenosquamdses Karzinom zeigte,
das im Einklang mit dem im ersten Befund differentialdiagnostisch erwogenen
Lungenkarzinoms stand. Die Patientin verstarb zwei Wochen nach Erstdiagnose,
sodass keine weiteren Diagnosen, die das zytologische Ergebnisse bestatigen bzw.
diesem wiedersprechen, vorliegen. Die Diagnose des Primartumors bleibt daher

unklar. Allerdings wurde in der Zytologie auch kein Mammakarzinommarker eingesetzt.

Fall 4: In diesem Fall wird klinisch ein pulmonal und pleural metastasierendes
Nierenzellkarzinom als Primartumor angegeben, laut Arztbrief roéntgenologisch
gesichert (C1). Eine Chemotherapie wurde eingeleitet. Die zytologische
Markerkonstellation deutet auf ein Karzinom mit intestinaler Differenzierung (cdx2
Score 4) hin. Eine cdx Expression bei Nierenzellkarzinom ist in der Literatur nicht
angegeben (Kim, 2014). Die Zytokeratine CK7 und CK20 zeigten beide einen Score
von 5, daher die Diagnose der Zytologie, es kénnte sich um ein Colonkarzinom

handeln. Differentialdiagnostisch kommt ein Magen- oder Pankreaskarzinom in Frage.
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Auffallig ist, dass der Nierenzellkarzinommarker (Pax-2) keine Expression zeigte.
Histologisch konnte die Diagnose nicht gesichert werden. Daher bleibt auch dieser Fall

unklar und gilt nach unserem Referenzstandard als falsch typisiert.

Fall 5: Hier liegt klinisch ein Colonkarzinom vor, welches hepatische und pleurale
Metastasen ausgebildet hat. Als Therapie wurden nach Operation eine Chemotherapie
und eine Pleurodese vorgenommen. Immunzytochemisch sprechen die Ergebnisse flr
ein metastasierendes Lungenkarzinom bei folgender Markerkonstellation TTF-1 Score
3, CA125 Score 4, CK 7 Score 5, CK5/6 und CK20 Score 0. Gegen ein Colonkarzinom
sprechen ein Score von 0 sowohl bei CK5 und CK20. Auch der Colonkarzinommarker
cdx-2 zeigte keine Expression. Da allerdings ein Colonkarzinom histologisch gesichert
ist und ein Lungenkarzinom im Follow-Up nicht als Zweittumor diskutiert wurde liegt in
diesem Fall im Sinne des Referenzstandards eine falsche Typisierung des

Primartumors vor.

Pomjanski et. al 2005 geben eine Genauigkeit von 85,1% bei der Identifizierung des
Primartumors an. Schaut man sich weitere Studien zu diesem Thema an, so liegt die
Treffsicherheit der Tumortypisierung bei unbekanntem Primarius zwischen 67-76%
(DeYoung und Wick 2000, Lagendijk 1998, Rubin 2001, Krager 1992). Die
unterschiedlichen Werte kann man durch den Umgang mit den angebotenen
Differentialdiagnosen erklaren. So war es bei uns der Fall, dass ein Tumor auch dann
als richtig klassifiziert gewertet wurde, wenn die vom diagnostizierenden Arzt zusatzlich
gestellte Differentialdiagnose mit dem im Follow-Up befundeten Tumor Ubereinstimmte.
Nimmt man nur die Erstdiagnosen ohne Differentialdiagnosen, so liegt die
Treffsicherheit bei 86,7%.

AbschlieBend kann man zur Tumortypisierung der Zytologie mit Hilfe adjuvanter
Methoden sagen, dass beim Grofteil (94,4%) der Falle die Tumorzellen dem richtigen
Primarius zugeordnet wurden, sodass der Kliniker die richtige Diagnose erhielt. Der
Einsatz adjuvanter zytologischer Methoden an Pleuraerglissen bietet eine
willkommene Hilfe bei der Primariussuche in der Tumordiagnostik. Die histogenetisch
richtige Diagnose des Primartumors ist fir therapeutische Belange im Rahmen von
immer mehr diversifizierten, viel genauer auf den jeweiligen Tumor abgestimmten
Therapien essentiell. Es werden den Patienten belastende Fehlbehandlungen und den

Krankenkassen Kosten fir eine mdgliche falsche Therapie erspart.

70



4.7 Definition des Referenzstandards

Bei der Festlegung der Kriterien flr einen malignen oder benignen Pleuraerguss
(positiver oder negativer Referenzstandard), standen wir ebenso wie andere
Untersucher (diskutiert in Motherby et al., 1999) vor dem Problem, dass das klinische
Follow-Up, also das Handeln des Klinikers und seine endglltige Diagnose,
grundsatzlich von der zytologischen Diagnose beeinflusst wird, also nicht unabhangig

hiervon ist.

Die Zytologie wird als wenig invasive und kostengiinstige Methode, mit mdglicher
ambulanter Probeentnahme, bei gleichzeitig hoher Spezifitat als Routineuntersuchung
in der Diagnostik von Pleuraergissen angewandt. Sie bildet zur Zeit den Goldstandard
fur die Ergussdiagnostik. Nur selten wird aufgrund des hohen Aufwandes und der
anzunehmenden hoheren Komplikationsrate die Histologie als alternative Methode zur
Zytologie nach thorakoskopischer Probenentnahme aus Pleura parietalis oder Pleura
thoracalis eingesetzt. Eine Indikation flr diese, einen stationdren Aufenthalt
erfordernde Methodik ist im Grunde nur ein dringender Verdacht auf ein solches
malignes Geschehen, das auch durch eine erweiterte Bildgebung (CT, Bronchoskopie)
nicht geklart werden kann (Baenkler und Fritze, 1999). Daher wurde auch bei der
vorliegenden Patientenkohorte nur bei wirklich zwingendem Verdacht auf eine
Pleurakarzinose neben der Zytologie noch zusatzlich eine Histologiegewinnung der

Pleura mittels Thorakoskopie vorgenommen.

Ziel musste es also sein, den Referenzstandard so zu formulieren, dass der Einfluss
der Zytologie auf das Ergebnis des klinischen Follow-Up so weit wie moglich minimiert
wurde. So hielten wir den Referenzstandard zur Bestimmung der Sensitivitat und
Spezifitat der Zytologie eher allgemein. Alle Patienten mit bekanntem malignem Tumor,
die sonst keine weitere flir den Pleuraerguss als Ursache in Frage kommende benigne
Grunderkrankung besallen, d.h. laut Follow-Up nur der maligne Tumor als
Ergussursache in Frage kam, erflillten die Kriterien fur den positiven Referenzstandard.
Grundgedanke dabei war, dass trotz der in Kapitel 4.2 diskutierten unterschiedlichen
Haufigkeiten grundsatzlich jeder maligne Tumor in die Pleura metastasieren kann, man
also dem betroffenen Patienten keinen negativen Referenzstandard zuordnen kann.
Ausnahmen fir diese Regelung waren (semi-)maligne Tumore, wie z.B. das Basaliom,
welches normalerweise nicht metastasiert (Moll, 2005). Der Vorteil dieses
Referenzstandards liegt klar darin, dass der Einfluss der Zytologie auf das Follow-Up

soweit wie mdglich reduziert wurde. Als Nachteil sinkt statistisch jedoch die Sensitivitat
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der Zytologie, da grundséatzlich jeder Pleuraerguss eines Patienten mit im Follow-Up
gesichertem malignem Tumor ohne zusatzliche fir den Pleuraerguss urséachliche
Grunderkrankung als maligne gewertet wurde. In der Realitat dirfte die tatsachliche
Metastasierungsrate in die Pleura aber aus oben genannten Grinden unuberprifbar
niedriger liegen.

Neben der Zytologie selbst hangt die Treffsicherheit in der Ergussdiagnostik auch vom
Pathologen bzw. vom Kliniker ab. Fehlerquellen liegen zum einem beim Pathologen,
wenn diagnostisch entscheidende Zellen Ubersehen oder zwar gesehen, aber letztlich
falsch interpretiert worden sind. Schatzungen zufolge sind 1/3 der falsch negativen
Diagnosen auf solche Beobachtungsfehler (Screening Error) zurlckzuflhren. Zum
anderen liegt die Fehlerquelle beim Kliniker, also den eingesandten Proben, z.B. durch
Fehler bei der Probeentnahme, einem falschen Punktionsort oder falscher Fixierung
der entnommenen Probe (Sampling Error), sodass in 2/3 dieser Falle die nachfolgende
zytologische Evaluierung unméglich ist (Motherby et. al, 1998).

Die Verantwortung, dass genigend Material aufgearbeitet wird, liegt auf Seiten des
Pathologen. Daher griundet sich die Diagnostik in der Zytopathologie der Heinrich-
Heine-Universitat auf mindestens drei Sedimentausstriche (a 24 x 60 mm Flache),
welche um weitere Ausstriche erganzt werden koénnen. Es gibt allerdings auch
Pathologien, die ihre Diagnostik auf zwei oder drei zellular méglicherweise aber hoher

angereicherte Zytozentrifugate a 12 mm Durchmesser beschranken.

Mit dem negativen Referenzstandard wurde &ahnlich verfahren. So wurden alle
Patienten als negativ eingestuft, die mindestens eine der in Abbildung 1 (Kap.1.2.2)
aufgefiihrten  benignen, potentiell zu  einem Pleuraerguss  flihrenden
Grunderkrankungen aufwiesen und gleichzeitig zum Zeitpunkt des Pleuraergusses und

mindestens zwei Monate danach nicht an einem malignen Tumor erkrankt waren.

Falle, die so nicht direkt einem der beiden Standards zugeordnet werden konnten,
fielen in eine dritte Kategorie, d.h. sie wiesen einen malignen Tumor auf, hatten aber
auch gleichzeitig eine entsprechende benigne Grunderkrankung, die zu dem
Pleuraerguss gefuhrt haben koénnte. Diese Patienten wurden nochmals einzeln
gesichtet. Wir haben hierfiir eine Art Entscheidungsbaum entworfen, der besagte, dass
neben Grunderkrankung und Tumor im Follow-Up Zeitraum eine entsprechende Kilinik
(v.a. Bildgebung) vorliegen musste, die beim einsendenden Kliniker zum Ausschluss
oder zur Diagnose eines malignen Pleuraergusses gefiihrt hatte. Ein Grofteil dieser

Patienten wurde jedoch dennoch als unklar aus der Bewertung herausgenommen, da
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man letztendlich auf Grund der vorliegenden Follow-Up Daten weder dem Tumor, noch

der Grunderkrankung den Pleuraerguss klar zuordnen konnte.

4.8 Schlussfolgerung

Die Zytologie ist heute die Methode der Wahl bei der Diagnostik klinisch unklarer
Pleuraergusse. Mindestens jeder Erst-Erguss der Pleura sollte zur weiteren Abklarung
in die Zytologie geschickt werden, da in knapp 38% der Falle eine maligne
Grunderkrankung dem Erguss als Ursache zu Grunde liegt. Mit 57,97% Sensitivitat
wird zwar nur etwas mehr als die Halfte der malignen Tumore erkannt, daflr ist aber
das Auftreten von falsch positiven Diagnosen selten (98,01% Spezifitdt). Die im
Literaturvergleich etwas niedrigere Spezifitat ist im Wesentlichen durch die Wertung
von nicht weiter mit adjuvanten Methoden abzuklarenden zytologisch unklaren
Erglssen als statistisch Test-positiv zu erklaren. Somit kann die Behandlung bei
immerhin 22% der Pleuraergisse auf deren maligne Ursache ausgerichtet werden,
ohne dabei jene Patienten zu gefdhrden, deren Pleuraerguss eine nicht maligne
Ursache hat.

Der Einsatz adjuvanter Methoden klart 75% der zytologisch unklaren Befunde ab. Es
werden eindeutig tumorpositive oder -negative abschliefende zytologische Diagnosen
gestellt. Des Weiteren liefern sie dem Kliniker nach positiver zytologischer Diagnose
mit einer korrekten Tumortypisierung in Uber 94% der Falle einen guten Anhaltspunkt

bei der weiteren Primariussuche.
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